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1. Einleitung

1.1. Neuronale Transmission

Die Welt, in der wir leben, ist von stindiger Veranderung gepriagt. Um zu uberleben ist
es fur alle Organismen zwingend erforderlich, sich diesen Verdnderungen anzupassen. Von
auflen auf Lebewesen eintreffende Reize mussen aufgenommen und verarbeitet werden und
eine definierte Reaktion zur Folge haben. Dies gilt sowohl fiir Bakterien, welche als Reaktion
auf Nahrstoffmangel multi-resistente Sporen ausbilden, als auch fur Pflanzen, die sich in
Richtung Sonne neigen. In der von schnellen Bewegungen geprigten Tierwelt wurde durch
die Entstehung von Nervenzellgeweben ein sprunghafter Anstieg in der Geschwindigkeit der
Informationsiibertragung zwischen Innen- und AufSenwelt erreicht. Die Zeitspanne zwischen
Reiz und Reaktion konnte durch neuronale Signaltransmission auf wenige tausendstel
Sekunden minimiert werden. Nervenzellgewebe nehmen hierbei den tiber einzelne Sinneszellen
in elektrische Signale umgewandelten Reiz auf, verarbeiten ihn und geben dann entsprechende
Signale z.B. an Muskel- oder Drisengewebe weiter. Die Verschaltung von Neuronen zur
Informationsverarbeitung nimmt mit der Komplexitat der Reizantworten zu. Dementsprechend
reicht die Spanne im Tierreich vom einfachen Nervennetz der Hydra mit wenigen tausend
Neuronen, bis hin zum Gehirn des Menschen mit ca. 100 Milliarden Neuronen, von denen jedes

an ca. 1000 Kontaktpunkten, sogenannten Synapsen, mit anderen Nervenzellen verbunden ist.

1.2. Ruhe- und Aktionspotentiale

Nervenzellen werden an einer oder mehreren Stellen mit Informationen gespeist. Sie biindeln
und verrechnen diese, und leiten dann die Informationen in Form von Aktionspotentialen an
nachgeschaltete Neuronen oder Effektoren wie Muskeln oder Driisen weiter.

Jedes Neuron kann aufgrund seiner elektrochemischen Eigenschaften in zwei Zustinden
vorliegen; einem ruhenden, in dem es keine Signale propagiert, und in einem aktiven Zustand,
in welchem es Aktionspotentiale durch das Axon in Richtung Synapsen feuert. Im nicht-erregten
Zustand besitzt ein Neuron eine Membranpotential von -70 bis -90 mV, das sogenannte
Ruhepotential (Huxley & Stampfli, 1951). Dieses Potential ist der ungleichen Verteilung geladener
Teilchen (Ionen) tiber die Plasmamembran geschuldet. Im Zellinneren befindet sich eine hohere

Konzentration negativ geladener Teilchen (Anionen) als in der extrazelluldren Flussigkeit. Die
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Plasmamembran der Neuronen enthilt jedoch viele Proteine, die als Ionenkanale fungieren.
Diese gewihren selektiv bestimmten Ionen den Ubertritt von einer auf die andere Seite der
Membran. Die Spannung, die in ruhenden, nicht erregten Neuronen iiber der Membran herrscht,
bezeichnet man als Ruhepotential. Ein Teil der in die Zellmembran eingelassenen Ionenkanile
ist permanent geoffnet. Demnach sickern stindig Ionen durch die Membran hindurch und
verdndern so das FliefSgleichgewicht von elektrischen und chemischen Gradienten, welche das
Ruhepotential ausmachen. Um eine Stabilisierung des Ruhepotentials zu erreichen, miissen
daher Tonen unter Energieverbrauch entgegen ihrem Konzentrationsgefille auf die andere Seite
der Membran gepumpt werden. Dieser energetisch aufwendige Pumpprozess (ca. 30% des
Energiebedarfs des Gehirns) versetzt Neuronen in die Lage, ein konstantes Ruhepotential von
-70 bis -90 mV aufrecht zu erhalten.

Sinneszellen und sensorische Neuronen wirken iiber definierte Kontaktstellen, die Synapsen,
auf nachgeschaltete Neuronen ein. Dies geschieht, indem sie die Membranleitfahigkeit der
innervierten Zelle verdndern, was zu Potentialinderungen fihrt. Diese Veranderungen konnen
zu einer Erhohung der Spannung (Hyperpolarisation) oder auch zu einer Verringerung der
Spannung (Depolarisation) uber der Membran fithren. Erst wenn ein Neuron tber einen
bestimmten Schwellenwert depolarisiert wird, 16st es ein sogenanntes Aktionspotential aus.
Eine Depolarisation um etwa 20 mV bringt spannungsgesteuerte Na*-Kanile in der Membran
des Axons dazu, von einem ruhenden in einen aktivierten Zustand tiberzugehen und sich zu
6ffnen. Na*-lonen stromen nun vermehrt ins Zellinnere und depolarisieren die Zelle weiter.
Auf diese Weise werden in Neuronen Aktionspotentiale generiert. Aktionspotentiale enstehen
in Neuronen am initialen Segment des Axons, dem sogenannten Axonhtigel. Von hier aus wird
das Aktionspotential durch das Axon bis hin zu synaptischen Kontakten auf anderen Neuronen

oder Effektorzellen geleitet.

1.3. Neuronen kommunizieren liber Synapsen

Die Stellen eines Neurons, an denen Signale auf andere Zellen ubertragen werden, oder
an denen es selbst von anderen Zellen innerviert wird, nennt man Synapsen. An diesen
Kontaktpunkten wird die elektrische Information auf die nachgeschaltete Zelle tibertragen.
Grundsatzlich kann dies auf zwei verschiedenen Wegen geschehen - durch eine direkte
elektrische Kopplung oder durch die Ubertragung mittels chemischer Botenstoffe. Die Kopplung
durch elektrische Synapsen dient der schnellen Signaliibertragung von Zelle zu Zelle. An

derartigen Synapsen werden zwei Zellen durch Verbindungskanile aus Connexin-Proteinen,
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die sogenannten Gap junctions, gekoppelt. Eintreffende Signale werden unmittelbar auf die
nachgeschaltete Zelle tibertragen (Hormuzdi et al., 2004).

An chemischen Synapsen werden Botenstoffe, sogenannte Neurotransmitter, ausgeschiittet,
die Rezeptoren auf der nachgeschalteten Zelle aktivieren. Je nachdem ob ein Signal zu einer
Depolarisation oder einer Hyperpolarisation fihrt, spricht man von erregender (exzitatorischer)
oder hemmender (inhibitorischer) Signaliibertragung. Die Signaliibertragung tiber chemische
Synapsen ist variabel als die tiber elektrische Synapsen. Hier konnen Signale verstarkt, gedampft,
erregend oder inhibitorisch auf die nachste Zelle wirken. Daher lassen sich komplexe neuronale
Schaltkreise und plastische Lernvorginge besser mittels chemischer Signaliibertragung aufbauen.
Grundsitzlich verlauft die Signaliibertragung im Gehirn zur groflen Mehrheit tiber chemische

Synapsen.

1.3.1. Signaltransduktion Giber chemische Synapsen

An chemischen Synapsen gibt es, im Gegensatz zu elektrischen Synapsen, keine
durchgingigen Zell-Zell-Verbindungen. Die verbreiterte Endigung eines Nervenfortsatzes ist
von der nachgeschalteten Zelle durch den sogenannten synaptischen Spalt getrennt. Anhand der
Laufrichtung des Signals unterscheidet man von diesem Spaltausgehend die aufeinandertreffenden
Nervenzellbereiche in Pra- und Postsynapse. Priasynaptische Nervenendigungen sind zum
synaptischen Spalt hin leicht verbreiterte Strukturen, welche daher auch als synaptische
Endknopfchen bezeichnet werden. Diese Endknopfchen enthalten eine Vielzahl von kleinen,
mit Neurotransmittern gefullten Membranblaschen, die synaptischen Vesikel. Ein tiber das
Axon in die Prasynapse einlaufendes Aktionspotential offnet spannungsgesteuerte Ca®*-
Kanile. Der folgende Ca?*-Einstrom bringt die Vesikel dazu, an bestimmten Bereichen, den
sogenannten aktiven Zonen, mit der Plasmamembran zu fusionieren. Neurotransmitter werden
so in den synaptischen Spalt freigegeben. Getrieben durch Diffusionskrifte gelangen die
Neurotransmitter zur postsynaptischen Membran, welche mit Neurotransmitter-Rezeptoren
besetzt ist. Durch die Bindung der Neurotransmitter an die entsprechenden Rezeptoren werden
diese aktiviert. Thre Aktivierung fiihrt, direkt oder indirekt, zur Offnung von Ionenkanilen, was
eine Potentialinderung der nachgeschalteten Zelle zur Folge hat.

Im Unterschied zu elektrischen Synapsen kann durch die Ubersetzung des elektrischen
Signals in chemische Botenstoffe Information auf vielfaltige Weise moduliert werden. So konnen

verschiedene Mengen von Neurotransmittern ausgeschiittet werden. Rezeptoren liegen in
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unterschiedlicher Dichte tiber die Membran verteilt vor und induzieren nach ihrer Aktivierung
einen selektiven Fluss bestimmter Ionen durch die Membran. Diese Eigenschaften fithren dazu,
dass eine chemische Synapse unterschiedlich stark und entweder exzitatorisch oder inhibitorisch

wirken kann.

1.3.2. Kennzeichen chemischer Synapsen

1.3.2.1 Morphologie

Morphologisch lassen sich zwei grundlegende Arten von Synapsen unterscheiden. Sie
werden, nach E.G. Gray, der elektronenmiroskopische Studien hierzu durchfiihrte, als Gray Typ-
1 und -2 Synapsen bezeichnet (E.G. Gray, 1949). Gray Typ-1 Synapsen besitzen einen relativ
weiten synaptischen Spalt, von ca. 30-40 nm Breite. Die aktive Zone der Prasynapse erstreckt
sich tiber 1-2 pm? Membranfliache. Die enthaltenen synaptischen Vesikel weisen eine runde
Form auf. Im synaptischen Spalt und auf der cytosolischen Seite der postsynaptischen Membran
befinden sich grofSe Mengen von elektronendichtem Material, welches auch als postsynaptische
Dichte bezeichnet wird. Gray Typ-2 Synapsen besitzen einen schmaleren synaptischen Spalt
von etwa 20 nm Breite. Die aktive Zone ist meist kleiner (<1 pm?), und die postsynaptische
Dichte nicht so stark ausgepriagt wie bei Typ-1 Synapsen. Ein weiteres auffilliges Merkmal ist
die ovale Form der synaptischen Vesikel. Funktionelle Untersuchungen der unterschiedlichen
Synapsentypen zeigten, dass Gray Typ-1 Synapsen meist erregende Signale tibertragen, wahrend

Typ-2 Synapsen hemmend auf die nachgeschalteten Zellen wirken.

1.3.2.2. Neurotransmitter

Synapsen konnen nach der Art des ausgeschiitteten Neurotransmitters klassifiziert werden.
Die Molekile, die als Neurotransmitter fungieren, weisen sehr unterschiedliche Strukturen auf. Zu
ihnen gehoren Acetylcholin, das Hormon Adrenalin, die biogenen Amine Dopamin und Serotonin,
sowie die Aminosauren Glutamat, Glycin und y-Aminobuttersdure (GABA) und auch Peptide. Die
Art des freigesetzten Neurotransmitters tragt jedoch nicht immer eindeutig zur Charakterisierung
einer Synapse bei, denn ein und derselbe Neurotransmitter kann unterschiedliche Signale auf die
posytsynaptische Zelle tibertragen. Ausschlaggebend fur die Transmitterwirkung ist hierbei der

postsynaptische Rezeptor, der von dem jeweiligen Transmitter aktiviert wird.

Einleitung | 4



1.3.3. Erregende Synapsen

Fiihrt die Aktivierung postsynaptischer Rezeptoren durch ausgeschiittete Neurotransmitter
zur Depolarisation der Postsynapse, spricht man von exzitatorischer Signaliibertragung
(Gundelfinger & tom Dieck 2000). An neuromuskuldren Verbindungen werden eintreffende
Aktionspotentiale durch Aktivierung von Acetylcholinrezeptoren auf das Muskelgewebe
ubertragen. Im Gehirn ist Glutamat der hiufigste erregende Neurotransmitter. Innerhalb der
Gruppe der Glutamatrezeptoren unterscheidet man zwischen ionotropen und metabotropen
Rezeptoren. Ionotrope Glutamatrezeptoren sind Kanal-bildende Rezeptorproteine. Diese
lassen sich wiederum nach ihren spezifischen Agonisten, AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-
methylisoxazol-4-propionsdure), Kainat und NMDA (N-Methyl-p-aspartat), unterscheiden
(Wisden&Seeburg, 1993). Ebenso wie Acetylcholinrezeptoren leiten auch Glutamat-gesteuerte
Ionenkanaile hauptsachlich Na*- und K*-Ionen. Thre Aktivierung fithrt immer zur Depolarisation
der postsynaptischen Membran. Im Gegensatz zu den ionotropen Glutamatrezeptoren induzieren
metabotrope Glutamatrezeptoren die Offnung von Ionenkanilen indirekt iiber G-Protein

gekoppelte Signalwege. Ihre Aktivierung kann sowohl erregend als auch hemmend wirken.

1.3.4. Hemmende Synapsen

Anhemmenden Synapsen fiihrt die Neurotransmitter-Bindung an einen Rezeptor zur Offnung
von lonenkanilen, welche die postsynaptische Membran hyperpolarisieren. Hierdurch sinkt die
Wahrscheinlichkeit, dass das innervierte Neuron durch die Summe der eingehenden Signale tiber
den Schwellenwert depolarisiert und so ein Aktionspotential ausgelost wird. GABA und Glycin
sind die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter des Zentralnervensystems (ZNS). Die
Aktivierung von Glycin- und GABA-Rezeptoren fiihrt zur Offnung von Cl-Kanilen, was einen
Einstrom von Chlorid-lIonen in die Zelle und somit eine Hyperpolarisation zur Folge hat. Der
inhibitorische Glycinrezeptor (GlyR) und der GABA ,-Rezeptor sind also ionotrope Rezeptoren.
Ihre Aktivierung fuhrt direkt zu einer Erhohung der Leitfihigkeit von Cl-lonen durch den
Rezeptor-Kanal (Luscher & Keller, 2007). GABAg-Rezeptoren sind hingegen metabotrop und
arbeiten tiber einen G-Protein-Signalweg. Die Aktivierung von GABAj-Rezeptoren induziert
die SchliefSung von Ca?*-Kanailen an prasynaptischen Nerventerminalien und unterdrickt so die
Ausschiittung von Neurotransmittern (Ulrich & Bettler, 2007).

Die Hyperpolarisation von Neuronen durch hemmende Synapsen ist von zentraler
Bedeutung im ZNS, da hierdurch die Reizantworten von Neuronen moduliert und koordiniert

werden konnen. Hemmende und erregende Einginge werden durch die Dendriten des
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Neurons in Richtung Soma geleitet und dort integriert. Die Summe der eintreffenden Signale
mit unterschiedlichen Stirken und Vorzeichen entscheidet daruber, ob ein Neuron ein
Aktionspotential auslost oder nicht. Das Fehlen von hemmenden Eingangen fiihrt folglich dazu,
dass Neuronen um ein Vielfaches mehr erregt werden und somit weit hidufiger Aktionspotentiale
feuern als Neurone mit vielen hemmenden Eingangen. Den gesamten Organismus betrachtend
kann solch eine fehlende Hemmung zu Krampfen und auch schwerwiegenden Erkrankungen
wie Hyperekplexie, Epilepsie, Angstzustinden und Schizophrenie fihren (Harvey et al., 2008;
Hirose et al., 2003; Scheffer & Berkovic, 2003; Johnson et al., 2010; Guidotty et al., 2005). Der

Aufbau einer hemmenden Synapse ist in Abb. 1 schematisch dargestellt.

GABA ,-Rezeptor .
Glycinrezeptor

'\Gephyrin-

Cluster

'\Gephyrin-

Monomer

“\?\ Mikrotubulus

Abb. 1: Schematischer Aufbau einer hemmenden Synapse. An der Prasynapse werden Glycin und/oder GABA
in den synaptischen Spalt ausgeschuittet, was zur Aktivierung von Rezeptoren in der postsynaptischen Membran
fihrt. Gephyrin bildet vermutlich ein hexagonales Netzwerk, welches als Ansammlung (engl. cluster) an der
cytosolischen Seite der postsynaptischen Membran aufliegt und dort Glycin- sowie GABA-Rezeptoren dicht packt.
Das Gephyrincluster ist wiederum tiber Adapterproteine wie ena/VASP und dynein light chain 1/2 (DIc1/2) mit dem
Cytoskelett verbunden. Weitere Gephyrin-Bindeproteine wie Collybistin sind an der Regulation der Clusterbildung
beteiligt.

Bassoon ist ein prasynaptisches cytosolisches Geriistprotein, welches an der aktiven Zone

von exitatorischen und inhibitorischen Prasynapsen angereichert ist (Tom Dieck & Brandstatter,

Einleitung | 6



2006) und oft als synaptisches Markerprotein fur Nervenendigungen in der Immunhistochemie

herangezogen wird.

1.4. Glycinrezeptoren

Genauso wie die Acetylcholin-, GABA,- und Serotoninrezeptoren gehéort der inhibitorische
Glycinrezeptor (GlyR) zur Familie der ligandengesteuerten Cystein-Schleifen-Ionenkanaile. Die
Bindung von Glycin an den Rezeptor induziert eine Konformationsinderung und somit die
Offnung des Cl-selektiven Ionenkanals. In reifen Neuronen induziert dies einen Cl-Einstrom
in die Zelle, was eine Hyperpolarisation der Membran zur Folge hat. Hierdurch wird, wie
oben beschrieben, neuronale Aktivitit effizient unterdriickt. Strychnin ist ein kompetitiver
Antagonist der Glycinbindung am Rezeptor. Vergiftungen durch Strychnin bewirken daher
eine Verminderung der GlyR-vermittelten neuronalen Hemmung, was wiederum zu neuronaler

Ubererregung fiihrt und so Muskelspasmen und Krimpfe auslst.

1.4.1. Aufbau von Glycinrezeptoren

Wie alle Mitglieder dieser Rezeptorfamilie ist der GlyR ein Proteinkomplex, welcher sich
aus fiinf Untereinheiten zusammensetzt (Pentamer). Jede Untereinheit besitzt vier hydrophobe
Transmembrandominen (TMD) in Form von a-Helices. N- und C-Terminus ragen in den
synaptischen Spalt, wihrend eine kleine und eine grofSe Proteinschleife zwischen TMD1 und 2,
bzw. TMD3 und 4 auf der cytosolischen Seite der Membran liegen. Die N-terminale Domane
besitzt einen stark konservierten Cystein-Loop. Fiir die a1-Untereinheit konnte gezeigt werden,
dass sich die Strychnin-Bindestelle N-terminal vor der ersten Transmembrandomine befindet
und sich aus zwei Subdominen zusammensetzt (Graham et al., 1983; Ruiz-Gomez et al., 1990;
Vandenberg et al., 1992a). Die Glycinbindetasche wird, je nach Rezeptormultimer, durch
Zusammenlagerung von Subdominen der N-Termini von a- oder a- und (-Untereinheiten
gebildet (Vandenberg et al., 1992b; Grudzinska et al., 2005). Die Bindung von Glycin an
den Rezeptor ist nur nach vollstindiger Assemblierung der Untereinheiten moglich. Die
Untereinheiten-Zusammensetzung ist hierbei von entscheidender Bedeutung fur die Glycin-/
Strychnin-Bindungsaffinititen und die Dosis-Antwort Kurven des funktionalen Rezeptors
(Schmieden et al., 1992; Kuhse et al., 1993). Die Pore des Ionenkanals wird von den a-Helices
der TMD?2 jeder Untereinheit flankiert. Nur die a-Untereinheiten sind in der Lage, funktionale

Homomere zu bilden, wohingegen B-Untereinheiten keine homomeren Rezeptoren bilden
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konnen. Lediglich durch Assemblierung mit a-Untereinheiten konnen sie funktionale Rezeptoren
bilden. Derartige heteromere Rezeptoren aus a- und P-Untereinheiten setzen sich mit einem

stochiometrischen Verhiltnis von 2a:33 zusammen (Grudzinska et al., 2005; siche Abb. 2).

Abb. 2: Aufbau und
Struktur von Glycinrezeptoren.
A:  Jede  GlyR-Untereinheit
enthdlt vier TMDs. N- und
C-Terminus liegen auf der
extrazelluliren Seite der

o Membran. TMD3 und 4 sind
tiber eine grof3e cytoplasmatische
Schleife miteinander verbunden.
B: Synaptische GlyRs in adulten
Neuronen liegen vermutlich
als Heteropentamere aus «
und p-Untereinheiten mit einer
Stochiometrie von 20.:3f vor.

1.4.2. Heterogenitat der Glycinrezeptor-Untereinheiten

Die Transkripte der GlyR-Untereinheiten a1-3 und  konnen durch alternatives
Splicing verdndert werden. Fir GlyRal beispielsweise wurde im Riickenmark von Ratten
eine Splicevariante gefunden (GlyRal™), welche von AS 328 an zusitzliche 8 neutrale, im
Cytoplasma gelegene Aminosduren (AS) enthilt (Malosio et al., 1991a). GlyRa2 liegt im
prianatalen Rattenhirn in zwei Splicevarianten, GlyRa2A und GlyRa2B vor, welche sich jedoch
nur in zwei Aminosiuren unterscheiden (Kuhse et al., 1991). In fotalen cDNA-Banken des
menschlichen Hirns wurden eine kurze und eine lange Splicevariante von GlyRa3 (GlyRa3K,
GlyRa3L) gefunden. Diese unterscheiden sich um 15 AS in ihrer Liange und auch in ihren
Desensitisierungskinetiken (Nikolic et al., 1998). In Miusen konnte gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung von GlyRa3 fiir das gesteigerte Schmerzempfinden bei Entziindungen wichtig
ist (Harvey et al., 2004). In Ratten kommt diese Untereinheit aufgrund von RNA-Editing und
die daraus resultierende Desaminierung eines Cytosinrestes, auch als GlyRa3™#" vor (Meier et
al., 2005). Fur GlyRp wurde in verschiedenen Organen der Ratte eine Splicevariante gefunden,
in der sieben AS fehlen, wodurch sich N-terminal von TMD3 die Topologie des Proteins
substanziell andern konnte (Oertel et al., 2007).

Uber die GlyR a4-Untereinheit ist vergleichsweise wenig bekannt. Sie wurde erst als letztes
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der vier Gene fiir GlyRa-Untereinheiten kloniert (Matzenbach et al., 1994; Harvey et al., 2000).
Bei Hithnern wurden GlyRa4-Transkripte in der Genitalleiste und dem Riickenmark gefunden
(Harvey et al., 2000). Im menschlichen Genom hingegen ist das vermeindliche GlyRa-Gen in
seiner Sequenz durch ein Stop-Codon unterbrochen, weshalb man davon ausgeht, dass GlyRa4
im Menschen nur als Pseudogen vorliegt (Simon et al., 2004). In Mausen wurde GlyRa4-Protein
immuncytochemisch in der inneren plexiformen Schicht der Mausretina nachgewiesen (Heinze

et al., 2007).

1.4.3. Verteilung von Glycinrezeptoren

Der Zusammenbau von GlyR-Untereinheiten zu funktionalen Rezeptoren geschieht
im endoplasmatischen Retikulum (ER) und im Golgi-Apparat von Neuronen. Die einzelnen
Rezeptor-Untereinheiten werden dabei im Golgi-Apparat glyckosyliert. Nur assemblierte und
korrekt glykosylierte Rezeptorkomplexe werden iiber weitere Transportmechanismen an die
Membran gebracht (Griffon et al., 1999). Vermutlich fiihrt die Uberexpression einzelner GlyR-
Untereinheiten in immortalisierten Sdugerzellinien zu einer starken Anreicherung der Proteine
im ER, da in diesen heterologen Systemen eine korrekte Assemblierung nicht gegeben ist und
der weitere Transport der GlyRs zur Membran daher versperrt bleibt Dies gilt besonders fiir
GlyRp-Untereinheiten, welche alleine nicht zu funktionellen Pentameren assembliert werden
konnen und nur komplexiert mit a-Untereinheiten die Zelloberfliche erreichen.

Die Untereinheiten-Zusammensetzung der GlyRs dndert sich im Laufe der Entwicklung des
Gehirns. In pranatalen Entwicklungsstadien werden keine oder nur sehr geringe Mengen der
B-Untereinheiten exprimiert. GlyRs liegen hier in den sogenannten prianatalen Isoformen vor,
welche allein aus a-Untereinheiten, meist GlyRa2 Homomeren, bestehen. Innerhalb der ersten
Wochen nach der Geburt werden vermehrt a1- und f-Untereinheiten im Gehirn exprimiert, was
die dominierende postnatale GlyR-Heteromerzusammesetzung reflektiert (Grenningloh et al.,
1990a; Malosio et al., 1991a). Thr Vorkommen in Saugern ist im Wesentlichen auf Riickenmark,
Hirnstamm und Retina beschrankt (Malosio et al., 1991b; Sato et al., 1991; Greferath et al.,
1994), wobei geringere Konzentrationen von Glycinrezeptoren auch beispielsweise im Gyrus

Dentatus des Hippocampus vorkommen (Papadopoulos et al., 2007).
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1.4.4. Die Glycinrezeptor B-Untereinheit

Die Expression von GlyRB-Untereinheiten stellt ein zentrales Ereignis in der Reifung von
Neuronen des ZNS dar. Die Anwesenheit dieser Untereinheit induziert die Bildung von o/f3-
Heteromeren. Bedingt durch die Anderung in der Untereinheitenzusammensetzung, indern sich
auch die biophysikalischen und pharmakologischen Eigenschaften der GlyRs (Takahashi et al.,
1992; Grenningloh et al., 1990a; Bormann et al., 1993). AufSerdem &ndert sich durch den
Einbau der GlyRp-Untereinheit auch die Verteilung der Rezeptoren in der Zelle. Grund hierfiir
ist die in der grofSen cytoplasmatischen Schleife der 3-Untereinheit gelegene Bindestelle fur das
Gertuistprotein Gephyrin (Meyer et al., 1995). Gephyrin ist an der postsynaptischen Membran
angereichert, wo es in aggregierter Form vorliegt und vermutlich ein Netzwerk aus hexagonal
angeordneten Homomultimeren bildet (Kneussel & Betz, 2000; Sola et al., 2004). Die direkte
Interaktion der GlyRp-Untereinheit mit dem Gephyrinnetzwerk fithrt zur Immobilisierung
der GlyRs und reichert sie in der postsynaptischen Membran gegeniiber inhibitorischen
Nerventerminalen an (Meyer et al., 1995; Calamai et al., 2009). Dies gewihrleistet die effiziente
Weitergabe inhibitorischer Signale iiber glycinerge Synapsen.

Derzeit gibt es keine GlyRp-defiziente Mauslinie, jedoch gibt es einen Inzeststamm von
Maiusen mit einer Spontanmutation im Gen der GlyRpB-Untereinheit. Diese Mause weisen eine
Insertion eines LINE1-Elements in Intron 5 des GlyR[-Gens auf, was zu abnormaler Prozessierung
der GlyRB-mRNA und somit zur Verringerung der GlyRB-Expression fithrt (Becker et al., 1986,
1992; Kingsmore et al., 1994; Miihlhardt et al., 1994). Der Phanotyp dieser als ,,spastisch
bezeichneten Mause ist gepragt von erhohten Reaktionen in Schrecksituationen und episodisch
auftretenden Krampfen ab der zweiten Woche nach der Geburt (Becker, 1990). In Menschen
finden sich dhnliche Symptome bei der sogenannten Hyperekplexie. In Hyperekplexie Patienten
wurden Mutationen innerhalb der GlyRa1 und GlyRp-Gene gefunden (Rees et al., 2002). Diese
Befunde verdeutlichen die essentielle Bedeutung der GlyRpB-Untereinheit im adulten Sdugerhirn

fur die inhibitorische synaptische Transmission.

1.5. Gephyrin

Gephyrin ist ein peripheres Membranprotein, welches urspriinglich mit GlyRs aus dem
Riickenmark von Ratten aufgereinigt wurde. Aufgrund seiner festen Bindung an den GlyR
wurde Gephyrin zunichst als weitere, sog. 93 kDa Untereinheit des Affinitits-gereinigten

GlyRs beschrieben (Pfeiffer et al., 1982). Gephyrin bedeckt die Innenseite der postsynaptischen
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Membran von inhibitorisch-GABAergen und -glycinergen Synapsen (Kirsch et al., 1993;
Bohlhalter et al., 1994; Sassoe-Pognetto et al., 1994). Hier bildet es ein Netzwerk, welches
Glycin- und GABA,-Rezeptoren bindet, immobilisiert (Sola et al., 2004) und somit eine
Anreicherung der Rezeptormolekiile gegentiber inhibitorischen Priasynapsen erreicht, was eine
effiziente Weitergabe inhibitorischer Signale begiinstigt. Neben seiner Funktion als synaptisches
Rezeptorbindeprotein besitzt Gephyrin auch enzymatische Eigenschaften. In peripheren
Geweben katalysiert Gephyrin die Adenylierung von Molybdopterin zum Molybdan-Kofaktor
(Feng et al., 1998; Stallmeyer et al., 1999; Smolinsky et al., 2008). Der Molybdan-Kofaktor ist
ein Bestandteil des Zellmetabolismus und dient als Kofaktor der Sulfit-Oxidase, der Aldehyd-
Oxidase und der Xanthin-Oxidoreduktase (Schwarz, 2005).

Die Abwesenheit von Gephyrinin Neuronen fithrt zu einem massiven Verlust der synaptischen
Lokalisation von GlyRs (Kirsch et al., 1993; Feng et al., 1998) sowie a.2- und y2-Untereinheiten
enthaltenden GABA,-Rezeptoren (Essrich et al., 1998; Kneussel et al., 1999, 2001). Das
Ausschalten (engl. knockout; KO) von Gephyrin ist fur Mause am Tag der Geburt letal (Feng
et al., 1998). Neugeborene, reinerbige KO-Mause weisen eine uiberstreckte Korperhaltung auf,
was den Symptomen einer Strychninvergiftung dhnelt. Vermutlich fihren die eingeschrankte
Atmung und die Unfahigkeit zu sdugen innerhalb weniger Stunden nach der Geburt zum Tod
der Tiere (Feng et al., 1998). Eine Wiederherstellung der enzymatischen Aktivitit von Gephyrin
durch das pflanzliche Homolog Cnx1 dnderte nichts an der Letalitit der Gephyrin-Defizienz
(Grosskreuz et al., 2003). Gephyrin enthilt eine N-terminale G-Domaine und eine C-terminale
E-Domaine, welche durch eine zentrale Linker-Domane verbunden sind. G- und E-Domaine sind
hoch konserviert und weisen starke Homologien zu den bakteriellen Proteinen MogA bzw.
MoeA auf (Prior et al., 1992; Stallmeyer et al., 1995; Liu et al., 2000). Durch Untersuchungen
der Autoaggregationseigenschaften wurde fiir die G-Domaine gefunden, dass sie Trimere bildet
(Schwarz et al., 2001; Sola et al., 2001), wahrend die E-Domine dimerisieren kann (Sola et al.,
2004). Die Oligomerisierungs-Eigenschaften von Gephyrin sind von essentieller Bedeutung fur
dessen Verteilung und Funktion an der Synapse. Unterbindet man die Oligomerisierung von
Gephyrin durch das Einbringen von Punktmutationen in die G- oder E-Domaine, fithrt dies zum
Verlust postsynaptischer Gephyrin-Anreicherungen (engl. -cluster) (Saiyed et al., 2007). Anhand
der bekannten Tri- und Dimerisierungseigenschaften der G- und E-Dominen wurde ein Model
zur Struktur von Gephyrin-Clustern vorgeschlagen, in dem Gephyrin-Trimere polymerisieren
und so ein zweidimensionales hexagonales Netzwerk bilden, welches an der postsynaptischen

Membran angelagert ist (Kneussel & Betz, 2000; Sola et al., 2004).
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1.5.1. Gephyrin & Glycinrezeptoren

Die synaptische Konzentrierung von GlyRs durch Gephyrin wird tiber die Bindung der
E-Domaine an die grofSe intrazelluldre Schleife zwischen TMD3 und 4 der GlyRfB-Untereinheit
gewihrleistet (Meyer etal., 1995). Durch diese Interaktion werden GlyRs vom Gephyrinnetzwerk
an der postsynaptischen Membran gehalten und in ihrer Diffusion eingeschrinkt (Maas et al.,
2009). In Immunfirbungen werden angereichertes Gephyrin sowie assoziierte Rezeptoren daher
als kleine Punkte an inhibitorischen Synapsen sichtbar. Der genaue Mechanismus des Auf-
und Abbaus multimerer GlyR-Gephyrin-Komplexe an der Synapse ist nicht gianzlich geklart
(Dumoulin et al., 2010). Zellkulturstudien lassen vermuten, dass die Gephyrin-GlyR-Interaktion
bereits im Soma stattfindet und Gephyrin-GlyR-Komplexe tiber Mikrotubuli-abhingige
Transportmechanismen an die Plasmamembran transportiert werden konnten (Hanus et al.,
2004). Durch Hefe-2-Hybrid-Studien wurde gefunden, dass Gephyrin in der zentralen Linker-
Region eine Bindesequenz fur das Motorprotein Dlc1/2 enthalt (Fuhrmann et al., 2002). Der
retrograde Transport von Gephyrin-GlyR-Komplexen aus Dendriten wird demnach durch die
direkte Bindung von Gephyrin an das Motorprotein Dlc1/2 und einen damit einhergehenden
aktiven Transport entlang von Mikrotubuli (MT) vermittelt (Maas et al., 2006). Der anterograde
Transport hingegen ist von der Bindung von Gephyrin an das MT-Motorprotein KIF5 abhingig,
welches auch in den dynamischen Transport von Glutamatrezeptoren involviert ist (Setou et al.,
2002; Maas et al., 2009). Studien, welche in Neuronenkulturen durchgefiihrt wurden, zeigten,
dass der Transport der Gephyrin-GlyR-Komplexe ein dynamischer Vorgang ist, welcher durch
neuronale Aktivitat reguliert werden kann. So fithrt die Applikation des GlyR-Antagonisten
Strychnin zu einer Reduktion der Komplex-Mobilitit und zu einer Storung des Transports

entlang von Neuriten (Maas et al., 2009).

1.5.2. Gephyrin & GABA,-Rezeptoren

Fir GABA,-Rezeptoren (GABA,Rs) konnte erst vor kurzer Zeit eine direkte Interaktion
von Gephyrin mit der GABA,Ra2-Untereinheit nachgewiesen werden (Tretter et al., 2008). Ein
Transportmechanismus fiir Gephyrin-GABA,R-Komplexe, wie fiir GlyRs postuliert, ist bislang
nicht bekannt, jedoch wurde nachgewiesen, dass Gephyrin auch GABA,Rs an Postsynapsen
stabilisiert und deren Mobilitit in der Membran um den Faktor 3 einschrankt (Thomas et
al., 2005). Die Abwesenheit von Gephyrin hingegen fithrt in Neuronenkulturen zum Verlust
von synaptischen GABA,R02- und y2-Clustern. Ein Einfluf§ des Gephyrin-Verlusts durch

knockdown auf die Diffusionskinetik von GABA,Rp2-enthaltenden Rezeptoren konnte nicht
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nachgewiesen werden (Jacob et al.,2005). Histologische Studien in Gephyrin-KO-Maiusen zeigten
ebenfalls eine Reduktion endogener synaptischer GABA,,Ra2- und y2-Cluster im Riickenmark
(Essrich et al., 1998; Kneussel et al., 1999). Im Gegensatz hierzu zeigten immunhistochemische
Farbungen der GABA,R-Untereinheiten a1 und a§ im Riickenmark der gleichen Tiere keine
Reduktion synaptischer Cluster (Kneussel et al., 2001). Derartige Befunde legen die Vermutung
nahe, dass es im Saugerhirn sowohl Gephyrin-abhiangige als auch Gephyrin-unabhingige

Clustermechanismen fiir GABA,Rs gibt.

1.5.3. Regulierung des Gephyrin-Clusterings an inhibitorischen Synapsen

Die essentiellen Funktionen von Gephyrin, wie die Bundelung von GlyRs zu synaptischen
Clustern, der Transport oder die Stabilisierung von Rezeptoren an der Synapse, wird auf
vielfaltige Weise iiber Gephyrin-Bindeproteine ermoglicht und gesteuert. Das Gephyrin-
Bindeprotein Collybistin (Cb) ist ein GEF (guanine-nucleotideexchangefactor) und wurde tiber
Hefe-2-Hybrid-Studien identifiziert (Kins et al., 2000). Die Koexpression einer konstitutiv
aktiven Collybistin-Spleif§variante mit Gephyrin in Zelllinien fuhrt zum Auflésen der durch
Uberexpression entstehenden intrazelluliren Gephyrin-“Blobs* (Kirsch et al., 1995; Kins et
al., 2000). Hierbei wird rekombinantes Gephyrin durch die Anwesenheit von Collybistin in
kleineren Aggregaten, den sogenannten Microclustern, an die Zellmembran rekrutiert (Kins
et al., 2000). Das Ausschalten des Cb-Gens in Mausen verhindert die synaptische Gephyrin-
Clusterbildung im Hippocampus sowie im Cerebellum und fithrt zu einem regionalen Verlust
von GABA,Rs (Papadopoulos et al., 2007).

Ein weiterer interessanter Interaktionspartner von Gephyrin in Neuronen ist PIN1
(peptidyl-prolyl isomerase NIMA interacting protein 1) (Lu et al., 1996; Zita et al, 2007). Eine
Interaktion von PIN1 mit Gephyrin konnte sowohl in Hirnlysaten als auch in rekombinanten
Zellsystemen gezeigt werden (Zita et al., 2007). Frithere Studien legen nahe, dass PIN1 bevorzugt
an phosphorylierten Serin- und Threoninresten in prolinreichen Proteinregionen bindet und
eine cis/trans-Isomerisierung von Peptidbindungen katalysiert (Ranhanathan et al., 1997; Shen
et al., 1998). In Bezug auf Gephyrin wird daher vermutet, dass die Bindung von PIN1 zu einer
Konformationsianderung von Gephyrin fuhrt, welche eine Gephyrin-GlyR-Bindung begiinstigt.
Im Einklang mit dieser Vermutung steht der Befund, dass in Neuronen aus PIN1-KO-M4iusen die
Glycinrezeptor-Clusterdichte sowie die Amplituden evozierter inhibitorischer postsynaptischer
Strome reduziert sind. Da die PIN1-Bindung an Proteine generell phosphorylierungsabhingig

zu sein scheint, muss Gephyrin, als Vorraussetzung einer direkten Interaktion mit PINT,
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phosphoryliert vorliegen (Shen et al., 1998). Hinweise darauf, dass Gephyrin phosphoryliert
werden konnte, gibt es aus in vitro-Phosphorylierungsstudien, Mutagenesexperimente und
massenspektrometrischen Daten-Vorhersagen. (Langosch et al., 1992; Zita et al, 2007; Gnad

et al., 2007). Diese legen nah, dass die Serinreste 188 und 194 phosphoryliert werden konnen.

1.6. Die Saugetier-Retina

Die Wahrnehmung von Lichtreizen geschieht im hinteren Teil des Auges, in einer diinnen,
dem Pigmentepitel aufliegenden Nervenzellschicht, der Netzhaut (Retina). Eine Reihe von
hochspezialisierten Sinneszellen, die Photorezeptoren wandelt hier eintreffendes Licht in
elektrische Signale um. Diese Signale werden in der Retina verarbeitet und durch den optischen
Nerv in hohere Hinrregionen projiziert. Wahrend der Embryonalentwicklung bildet sich die
Retina aus einer Ausstiilpung des Neuralrohrs und ist daher, wie Gehirn und Riickenmark, ein
Teil des ZNS.

Die Saugetier-Retina wird seit langem erfolgreich als Modelorgan zur Untersuchung von
Nervenzellen verwendet. Grund hierfir ist zum einen der Stellenwert der Lichtwahrnehmung
fiir den Menschen und andere Sdugetiere. Ein weiterer Grund fiir die ausfiihrliche Erforschung
der Retina ist die hohe physiologische und strukturelle Homologie ihrer Neurone und Synapsen
zu denen im Hirngeweben. Die lokale Signalverarbeitung in der Retina ist sehr komplex. Jedoch
ist sie verglichen mit anderen Hirnregionen besser von aufSen zuginglich. Auflerdem sind die
beteiligten Zelltypen und auch die Gewebsstruktur sehr gut untersucht, was eine gute Basis
fur die Untersuchung von Mikroschaltkreisen darstellt. Aus der Retinaforschung erbrachte
Erkenntnisse, beispielsweise tiber den Aufbau von Synapsen, lassen sich oftmals auf die im
Hirn vorhandenen Strukturen tbertragen und sind somit nicht nur fir die Erforschung der

Lichtwahrnehmung wertvoll.

1.6.1. Zellulare Architektur der Retina von Mausen

Die Mausretina ist ein stark strukturiertes Gewebe, welches aus einer Vielzahl morphologisch
unterscheidbarer Neurone aufgebaut ist (Masland, 2001a; Abb. 3). Querschnitte der ca. 200 pm
dicken Retina zeigen eine geschichtete Anordnung von Zellen, wobei sich die Neurone zwischen
verschiedenen Schichten funktionell sowie morphologisch stark unterscheiden (Wissle,
2004). Die Umwandlung von Licht in elektrische Signale geschieht in den auflen gelegenen

Photorezeptorzellen. Diese Signale werden dann iiber weiter innen liegende Ganglienzellen in
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hohere visuelle Zentren des Gehirns weitergeleitet. Durch komplexe synaptische Verschaltungen
von Neuronen wird bereits in der Retina eine lokale Verarbeitung der optischen Information
geleistet. Dies ist notwendig, da das optische Abbild, das auf die Retina trifft, wichtige
Informationen wie Kontrast und Schirfe beinhaltet. Solche Informationen konnen nur korrekt
verwertet werden, wenn die Signale von Zellen an bestimmten Positionen miteinander verglichen
und verrechnet werden. Die richtige raumliche Anordnung der Retinazellen ist also essentiell.
Da diese raumliche Anordnung im Gehirn nicht gegeben ist, wiirde eine direkte Projektion
der priméren Lichtsignale von der Retina bis ins Gehirn, ohne vorherige Verarbeitung, einen

enormen Informationsverlust zur Folge haben.
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Abb. 3: Zellulirer Aufbau
der Saugetierretina. OS, dufsere
Photorezeptorsegmentschicht; IS,
innere  Photorezeptorsegmentschicht;
ONL, 3aufSere Kornerschicht; OPL,
auflere plexiforme Schicht; INL, innere
Kornerschicht; IPL, innere plexiforme
Schicht; GCL, Ganglienzellschicht; S,
Stabchen-Photorezeptoren; Z, Zapfen-
Photorezeptoren; B, Bipolarzelle; H,
Horizontalzelle; A, Amakrinzelle; G,
Ganglienzelle (Modifiziert nach Euler
et al., 2008)

OPL
INL

IPL

GCL

igigls
Licht

Die Licht-absorbierenden Pigmente liegen in den dufleren Segmenten (OS; engl. outer
segment) der Photorezeptorzellen. Der Zellbereich, der den GrofSteil der Mitochondrien enthilt,
wird als inneres Segment (IS; engl. inner segment) der Photorezeptoren bezeichnet. Beide

Segmente befinden sich, relativ zu den in der dufleren Kornerschicht (ONL; engl. outer nuclear
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layer) gelegenen Neuronzellkernen, auf der dem Licht abgewanden Seite und stehen in Kontakt
mit dem Pigmentepithel. In der dufleren plexiformen Schicht (OPL; engl. outer plexiform
layer) befinden sich die synaptischen Verschaltungen von Photorezeptoren mit Horizontal-
und Bipolarzellen. Deren Zellkorper, wie auch die von Amakrinzellen, liegen wiederum in der
inneren Kornerschicht (INL; engl. inner nuclear layer). Die Innervierung von den in den Cortex
projizierenden Ganglienzellen durch Amakrin- und Bipolarzellen ist auf die innere plexiforme
Schicht (IPL; engl. inner plexiform layer) beschrankt. Die IPL kann in funf horizontal verlaufende
Sublamina (S1-S5) unterteilt werden, wobei S1 aufSen, an der Grenzschicht zwischen IPL und
INL, und SS innen, an der Grenzschicht zwischen IPL und Ganglienzellschicht, liegt. In der
Ganglienzellschicht (GCL; engl. ganglion cell layer) befinden sich hauptsachlich Ganglienzellen
und vereinzelt auch Amakrinzellkorper. Von hier aus lagern sich die Axone der Ganglienzellen
in einer Nervenfaserschicht zusammen und biindeln sich schliefSlich als optischer Nerv, welcher

die Informationen an das Gehirn weitergibt.

1.6.2. Glycinerge Transmission in der Retina

Wie in Gehirn und Riickenmark sind Glycin und GABA auch in der Retina die wichtigsten
inhibitorischen Neurotransmitter. Erste Hinweise auf die Anwesenheit glycinerger Zellen in
der Retina ergaben Autoradiographiestudien mit tritiiertem Glycin (Ehinger & Falck, 1971).
Hier konnte eine deutliche Aufnahme von Glycin in Amakrinzellen beobachtet werden,
wahrend Bipolarzellen nur schwach radioaktiv markiert wurden. Neuere Untersuchungen
mittels Antikorperfirbungen von Glycin und dem Glycintransporterl (GlyT1) bestitigen
diese Beobachtungen (Abb. 4; Pow, 1998; Haverkamp & Waissle, 2000; Pow & Hendrickson,
2000). Amakrinzellkorper und Dendriten werden durch Glycin-spezifische Antikorper deutlich
gefarbt, wihrend Bipolarzellen nur schwach markiert werden. Farbungen des GlyT1 (Pow,
1998), welches in der Retina als Markerprotein fir glycinerge Zellen etabliert ist, zeigen ein
starke perisomatische Firbung von Amakrinzellen in der INL sowie auch der Dendriten in der
IPL (Haverkamp & Wissle, 2000). Zusammengenommen weisen diese Untersuchungen darauf
hin, dass Bipolarzellen, trotz nachweisbarer Mengen von Glycin in ihren Zellkérpern, rein
glutamaterge Signaltibertragung vermitteln, und dass Glycin tiber Connexin-Verbindungen aus
glycinergen Amakrinzellen in Bipolarzellen diffundiert (Vaney et al., 1998; Pow & Hendrickson,
2000). Etwa die Halfte aller Amakrinzellen nutzen Glycin als Neurotransmitter an ihren
Synapsen. Diese Zellen vermitteln den GrofSteil der glycinergen Signaliibertragung in der Retina.

Ihre synaptischen Ausginge kontaktieren Bipolar-, Ganglien- und andere Amakrinzellen in der
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IPL, jedoch gibt es auch vereinzelt interplexiforme Kontakte zu Biolarzellen in der OPL (Jusuf

et al., 2005; Sassoe-Pognetto et al., 1994; Kolb & West, 1977).

1.6.3. Verteilung von GlyRs in der Retina

Die Verteilung der a-Untereinheiten von GlyRs in der Mausretina wurde immunhistochemisch
eingehend untersucht (Sassoé-Pognetto et al., 1994; Haverkamp et al., 2003, 2004; Heinze et al.,
2007). In diesen Studien konnte gezeigt werden, dass GlyRa-Untereinheiten im Wesentlichen in
der IPL vorkommen. Lediglich GlyRa1-Untereinheiten wurden vereinzelt auch auf Bipolarzellen

in der OPL gefunden (Sassoé-Pognetto et al., 1994).

Abb. 4: Glycinerge Amakrinzellen in der Mausretina.
A-C: Ein Vertikalschnitt durch die Retina wurde einer
Immundoppelfarbung unterzogen, wobei Glycin-
spezifische Antikorper im roten Kanal (A), GlyT1-
spezifische Antikorper im grunen Kanal (B) gezeigt
sind. Starke Glycinfarbung ist in Zellkérpern von
Amakrinzellen in der inneren INL und deren Dendriten
in der IPL zu sehen. Die Zellkorper von Bipolarzellen
in der dufleren INL sind nur schwach gefarbt. Die
B Firbung von GlyT1 zeigt starke Signale am Soma und
an Dentriten von Amakrinzellen. Die Uberlagerung
488 beider Kanile verdeutlicht, dass nur Amakrinzellen
@ positiv fiir Glycin und GlyT1 sind (C). Bipolarzellen
enthalten nur wenig Glycin. MafSstabsbalken 20 pm.
(Modifiziert nach Haverkamp & Wissle, 2000)
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Der grofite Teil von GlyRal ist jedoch auf Zellen in den oberen Strata (S1, S2) der
IPL lokalisiert. Diese Synapsen stellen vermutlich Kontakte zwischen AIl Amakrinzellen
und OFF-Zapfenbipolarzellen dar. In den inneren Strata verteilte kleinere immunreaktive
Punkte repridsentieren hingegen Synapsen auf Ganglienzelldendriten und Axonen von
Stabchenbipolarzellen (Ivanova et al., 2006; Majumdar et al., 2007). GlyRa2 ist die am
weitesten verbreitete GlyRa-Untereinheit in der Retina und wurde an Synapsen tiber die gesamte
IPL hinweg gefunden (Haverkamp et al., 2004). Die Verteilung von GlyRa2 tiber die Sublamina
zeigt sich relativ homogen. Immunfiarbungen von GlyRa3 zeigen ebenfalls eine breite Verteilung
uber die gesamte IPL, wobei die immunpositiven Punkte entlang der einzelnen Strata der IPL
(S1-5) angereichert sind (Haverkamp et al., 2003). GlyRa4, das im Menschen nur als Pseudogen
vorkommt, ist ebenfalls tiber die gesamte IPL verteilt, wobei ein GrofSteil der Immunreaktivitat
als Band aus Punkten hoher Dichte zwischen Stratum 3 und 4 beschrieben wurde (Heinze et
al., 2007). Bei diesen Synapsen handelt es sich vermutlich um glycinerge Eingange an Dendriten
von cholinergen Amakrinzellen in der ON-Schicht der IPL. Anhand der Morphologie und
Lokalisation dieses Zelltyps nennt man diese Neurone auch ON-Starburst-Amakrinzellen. Der
Nachweis von GlyRp in der Retina steht bislang noch aus. Derzeit geht man davon aus, dass alle
synaptischen GlyR-Pentamere aus jeweils zwei Kopien von GlyRa und drei Kopien von GlyRf3
bestehen (sieche Abb. 2). Die Bindung von Gephyrin an GlyRf ist fiir die Rezeptorlokalisation
essentiell. Daher wird vermutet, dass samtliche synaptischen GlyRs in der Sdugetierretina auch

GlyRf beinhalten.

1.7. Ziele dieser Arbeit

1.7.1. Herstellung eines monoklonalen Antikérpers gegen die GlyRpB-Untereinheit und
Immunchemische Untersuchungen zu ihrer Verteilung

Die Bindung von Gephyrin an GlyRs wird durch eine direkte Interaktion zwischen der
C-terminalen E-Domine von Gephyrin und der GlyRp-Untereinheit gewahrleistet. Somit ist
die GlyRp-Untereinheit nicht nur ein zentraler Bestandteil heteromerer GlyRs im Sdugerhirn,
sondern auch von essentieller Bedeutung fiir die Biindelung von GlyRs an der Synapse.
Erkenntnisse iiber das Vorkommen von GlyRfp-enthaltenden Rezeptorkomplexen im Gehirn
stammen bislang lediglich von Daten aus elektrophysiologischen Experimenten sowie in situ

Hybridisierungsstudien zur Verteilung von GlyRB-mRNA in Hirnschnitten. Aufgrund des
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Fehlens eines spezifischen Antikorpers stehen zur Zeit keine immunchemischen Daten tiber die
Lokalisation dieser essentiellen Untereinheitim Gehirn oder in Zellkulturen zur Verfiigung. Daher
wurden in dieser Arbeit ein monoklonaler Antikorper gegen die GlyRp-Untereinheit hergestellt
und Immunfiarbungen an Hirnschnitten und Neuronenkulturen durchgefithrt. Unter anderem
wurde durch derartige Farbungen auch untersucht, inwiefern alle GlyRa-Untereinheiten im
adulten Sduger mit GlyRf} an Synapsen kolokalisieren. Friihere Studien lassen vermuten, dass im
adulten Maus-ZNS alle synaptischen GlyRs als Heteropentamere mit einer Stochiometrie von
20:3p vorliegen. Daher wird davon ausgegangen, dass alle synaptischen GlyR a-Untereinheiten
mit GlyRf kolokalisieren. Diese Hypothese wurde durch direkte Farbung endogener GlyRs im

Mausgehirn und -retina untersucht.

1.7.2. Untersuchungen zur Regulation der Gephyrin-Clusterbildung durch Phosphorylierung
Hinweise darauf, dass Gephyrin an Serin-/Threoninresten phosphoryliert wird, wurden
bereits vor etwa zwei Jahrzehnten erbracht (Langosch et al., 1990). Dennoch stehen endgiiltige
Beweise hierfiir noch aus. Neue Studien zur pharmakologischen Beeinflussung der Gephyrin-
Geriistbildung fiithrten zur Identifikation von PP1 und PP2A (Proteinphosphatase 1 und
2A) als mogliche Gephyrin-Bindungspartner (Bausen et al., 2010). Die pharmakologische
Inhibition dieser Phosphatasen fiithrte nachweislich zu einer Reduktion postsynaptischer
Gephyrin-Cluster in hippocampalen Neuronen. Die gefundenen Interaktionen dieser Enzyme
mit Gephyrin fithren zu der Annahme, dass sie auch direkten katalytischen Einfluss auf den
Phosphorylierungsstatus von Gephyrin nehmen und somit die beobachteten Veranderungen im
Clustering von Gephyrin auslésen konnten. Vor dem Hintergrund der kiirzlich vorgeschlagenen
Regulierung der Gephyrin-GlyR-Bindung durch eine phosphorylierungsabhingige PINT1-
Interaktion (Zita et al, 2007) ist die Idee der Beeinflussung des Phosphorylierungsstatus von
Gephyrin durch Proteinphosphatasen sehr interessant. Daher wurde durch Mutagenesestudien
untersucht, inwiefern Phosphorylierungen einen regulierenden Einfluss auf die Lokalisation
und Rezeptorbindungseigenschaften von Gephyrin ausiiben. Hierzu wurden verschiedene
Gephyrinmutanten in primaren hippocampalen Neuronenkulturen exprimiert und die Verteilung

und Grofle von Gephyrin- und Rezeptor-Clustern qualitativ und quantitativ analysiert.
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1.7.3. Vergleichende Analyse der Genexpression im Gehirn von WT- und Gephyrin-KO-
Mausen

Gephyrin ist das einzige bekannte Protein inhibitorischer Synapsen, fur das eine zentrale
Rolle bei der snaptischen Lokalisation von GlyRs und GABA,-Rezeptoren nachgewiesen ist.
Wie das Clustering dieser Rezeptoren durch Gephyrin reguliert wird, ist bislang nicht geklart.
Bislang wurden neben den Gephyrin-bindenden inhibitorischen Rezeptoren auch Dlc1/2, RAFT-
1 (rapamycin and FKBP target-1), Profilin, Collybistin1/2, Mena/VASP (mammalian enabled/
vasodilator stimulated phosphoprotein) PP1/2A (protein phosphatase1/2A) und PINT1 (peptidyl-
prolyl isomerase NIMA interacting protein 1) als Gephyrin-Bindeproteine gefunden (Mammoto
et al., 1998; Sabatini et al., 1999; Kins et al., 2000; Fuhrmann et al., 2002; Giesemann et al.,
2003; Zita et al., 2007; Bausen et al., 2010). Es wird vermutet, dass diese Proteine eine wichtige
Rolle bei der Bindung, dem Transport und der Anreicherung von GlyRs und GABA,Rs an der
Synapse spielen. Deshalb wurde durch vergleichende quantitative Analyse der Genexpression
im Vorderhirn von Gephyrin-defizienten Mausen versucht, Hinweise auf bislang unbekannte
Gephyrin-assoziierte bzw. regulatorische Genprodukte und Signalwege zu erhalten, welche die

Gephyrinnetzwerk-Bildung oder das Rezeptor-Clustering beeinflussen.
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2. Material & Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien

Chemikalien
Aceton

Acrylamid

Agarose

Aprotinin

APS

AraC

BactoAgar
Benzamidin
Benzethioniumchlorid
BES

Brilliant Blau G250
Bromphenolblau
BSA

Braun Reinstwasser
B27
-Mercaptoethanol
DAPI

DMEM

DMSO

DTT

EDTA

EGTA

Fe,(SO,); x 9H,0
Entwickler

HAc

Ethanol

Fixierer

Fotales Kalberserum
Glucose

Glutamin
Glutathion-Sepharose
Glycerol

Glycin

Hefeextrakt
HEPES

Iodixanol

Lieferant

Carl-Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Lonza AG, Koln
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
Amersham Biosciences, Freiburg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Pan Biotech GmbH, Aidenbach
Braun Biotech International GmbH, Melsungen
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Riedel-de Haen, Seelze

AGFA, Koln

Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
AGFA, Koln

Pan Biotech GmbH, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Amerscham Biosciences, Freiburg
Carl-Roth, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
GE-Healthcare, Miinchen
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Isopropanol

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid

KCl

KH,PO,x 3H,O
Lipofectamine2000
Magermilchpulver
MEM

Methanol

MgCl, x 7H,0
NaCl
tri-Natriumcitrat x 2H,O
NaH,PO, x 2H,O
Na,HPO, x 7H,0O
Natriumpyruvat
Neurobasalmedium
NDS

NGS

NP40

Opti-MEM

Papain
Paraformaldehyd

Penicillin / Streptomycin-Lésung

Peptide

Pepton

Percoll
Phenylmethansulfonylfluorid
Phosphatidylcholin
Polyaquamount
Poly-DL-Ornithin
PEG 3000
Saccharose

SDS

SeeBlue Plus2
SmartLadder 1kb
SmartLadder 100bp
TEMED

Tissue-Tek

Tris

Triton X-100
TRIzol®

Trypsin
Trypsin/EDTA -Losung
Trypton

Tween®20

Urea

Fluka, Buchs, Schweiz
Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
J.T.Baker, Deventer, Niederlande
Invitrogen, Karlsruhe
Granovita, Heimertingen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl-Roth, Karlsruhe

Riedel-de Haen, Seelze
Riedel-de Haen, Seelze
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Metabion, Martinsried
Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl-Roth, Karlsruhe
Carl-Roth, Karlsruhe
Polysciences Europe, Eppelheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
J.T.Baker, Deventer, Niederlande
Carl-Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Eurogentec, Koln

Eurogentec, Koln

Fluka, Buchs, Schweiz

Sakura, Zoeterwoude, Niederlande
Applichem, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Roche Applied Science, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Applichem, Darmstadt
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2.1.2. Puffer und Zellkulturmedien

2.1.2.1. Proteinchemie

CBB-Enfiarber1 50% 11 Methanol
7,5% 150 ml HAc
5% 100 g Glycerin

ad 2 1 mit H,0

CBB-Enfirber2 5% 100 ml  Methanol
7,5% 150 ml HAc
5% 100 g Glycerin

ad 2 1 mit H,0

CBB-Firbelosung 50% 250 ml Methanol
7,5% 18,75 ml  HAc
0,1% 02¢g CBB G250

ad 500 ml mit H,O

EDTA-Lésung 250 mM 1827¢ EDTA
ad 250 ml mit GlyR-Puffer B, mit KOH auf pH 7,4 einstellen.

EGTA-Lésung 250 mM 23,77g EGTA
ad 250 ml mit GlyR-Puffer B, mit KOH auf pH 7,4 einstellen.

GlyR-Puffer A 17,12g  K,HPO,x 3 H,0
3,47 g KH,PO,
ad 4 1 mit H O, mit HCI auf pH 7,4 einstellen (25 mM KP;).

GlyR-Puffer A° 40% 21 GlyR-Puffer A
ad 5 1 mit H,0 (10 mM KP).

GlyR-Puffer B 200 mM 1491g Kl
ad 1 | mit GlyR-Puffer A.

GlyR-Puffer C 1M 74,55g  KCl
1% 10g Triton X-100
ad 1 | mit GlyR-Puffer A.

GlyR-Puffer D 0,0018% 453 mg  Phosphatidylcholin
0,02% 5 ml EDTA-Lo6sung (250 mM)
0,02% 5 ml EGTA-Losung (250 mM)
0,02% S ml 50 x Stabilisatoren-Mix

ad 250 ml mit GlyR-Puffer C.
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GlyR-Puffer E 200 mM
ad 1 | mit GlyR-Puffer D.

GlyR-Puffer F 6 M
ad 250 ml mit GlyR-Puffer E.

PBS-MK 1 mM
ad 250 ml mit PBS (aus 2.1.2.4.).
PMSF-Losung 1M
ad 20 ml mit DMSO und Sterilfiltrieren.
Saccharose-Puffer 0,6 M

8x Sammelgelpuffer 1,0 M
0,8 %
ad 11 mit H,O, mit HCI auf pH 6,8 einstellen

SDS-PAGE-Laufpuffer 25 mM
0,2 M
0,1 %

ad 1 1mit H,O
5x SDS-Probenpuffer 25 %
5%
0,01 %

15,01 g

90,09 g

51 mg

348 ¢

Glycin

Urea

MgCl, x 7 H,0

Phenylmethansulfonylfluorid

205,38 g Saccharose
ad 1 | mit Puffer A‘, mit HCI auf pH 8,0 einstellen und Sterilfiltrieren.

121,14 g  Tris

8g

144 ¢
lg

3g
0,6 g
0,15¢g

SDS

Tris
Glycin
SDS

Glycerin
SDS
Bromphenolblau

ad 15 ml mit 0,125 M Tris/HCI, pH 6,8. Vor dem Gebrauch 200 mM DTT oder B-Mercaptoethanol zugeben.

Soulbilisierungspuffer 5%
5%

5%

5%

1,35 M

0,000625 %

75%

Stabilisatoren-Mix (fiir 10 1) 2,50
0,11 M
ad 8 ml EDTA-Losung.

3ml
3ml
3ml
3ml
2,5 ml
15 ul
45 ml

55l
390 mg

50 x Stabilisatoren-Mix
EDTA-Losung (250 mM)
EGTA-Losung (250 mM)
Puffer B

KClI (3,2 M Stock)
PMSF-Losung

50 x Stabilisatoren-Mix

Aprotinin
Benzethioniumchlorid
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50 x Stabilisatoren-Mix 5,6 mM
58 mM
10U
260 mM

ad 37,5 ml mit GlyR-Puffer B.
TBS 137 mM
10 mM

ad 11 mit H,O, pH mit HCI auf 7,4 einstellen.

TBS-T 0,2 %
137 mM
10 mM

ad 11 mit H,O, pH mit HCI auf 7,4 einstellen

TBS-T/T 0,2 %
0,05 %
137 mM
10 mM

ad 11 mit H,O, pH mit HCI auf 7,4 einstellen.

Transferpuffer 25 mM
0,2 M
0,1 %
20%

ad 1 1mit H,O
4x Trenngelpuffer 1,5M
0,4 %

ad 11 mit H,O, mit HCI auf pH 8,8 einstellen.

TXK-Losung 10%
27M
ad 50 ml mit Puffer A und Sterilfiltrieren.

2.1.2.2. Molekularbiologie

DNA-Ladepuffer 40 %
0,25 %
ad 50 ml mit sterilem H,O

LB-Agar-Platten 0,5 %
1%
1%

1,5 %

74 mg
344 mg
110 pl
15¢g

80¢g
121¢g

2 ml
8,0 g
121¢g

0,2 ml
0,5 ml
80¢g

121¢g

20g
0,125 g

Sg

10g
10g
15¢g

Benzethioniumchlorid
Benzamidin

Aprotinin

DTT

NaCl
Tris

Triton X-100
NaCl
Tris

Triton X-100
Tween®20
NaCl

Tris

Tris
Glycin
SDS
Methanol

Tris
SDS

Triton X-100
KCl

Saccharose
Bromphenolblau

Hefeextrakt

Trypton
NacCl
Agar

Nach Bedarf 100 pg/ml Ampicillin bzw. 25 pg/ml Kanamycin zugeben.
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LB-Medium 0,5 % Sg Hefeextrakt

1% 10g Pepton
1% 10g NaCl
50 x TAE-Puffer 2M 242 g Tris
5,7% 57 ml HAc (Eisessig)
64 mM 18,6 g EDTA

ad 1 1 mit H,O. pH 8,0 iiberpriifen und ggf. einstellen.

TE-Puffer 10 mM 121g  Tris
1 mM 0,29 g EDTA
ad 11 mit H,O, mit HCI ad pH 8,0

2.1.2.3. Zellkultur

2xBBS 50 mM 2,67g  BES
280 mM 4,09 ¢g NaCl
ad 250 ml mit 1,5 mM Na,HPO,, mit HCI auf exakt pH 6,95 einstellen.

DMEM*+ 10% 10% Fotales Kilberserum
50U 5 ml Penicillin / Streptomycin-Stock
2 mM S ml Glutamin-Stock (200 mM)

auf 500 ml DMEM

DMEM*+++ 10% 50 ml Fotales Kilberserum
50U 5 ml Penicillin / Streptomycin-Stock
2 mM S ml Glutamin-Stock (200 mM)
5 pg/ml 100 pul Na*-Pyruvat-Stock (25 mg/ml)

auf 500 ml DMEM

15% lodixanol-Losung 15% 12 ml Todixanol-Stock (54%)
1M 21,6 ml  NaCl (2 M)
22% 9,6ml  PBS-MK
25% lodixanol-Losung 25% 20 ml Todixanol-Stock (54%)
1M 21,6 ml  NaCl (2 M)
54% 9,6ml  PBS-MK
40% lodixanol-Losung 40% 32 ml Todixanol (54% Stock)
1M 21,6 ml  NaCl (2 M)
26% 9,6ml  PBS-MK
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MEM*++ 10%
500
2 mM

auf 500 ml MEM

Neurobasalmedium*++* 50U
2 mM
S pg/ml
2%
auf 100 ml Neurobasal-Medium

10 mM
30U
100 kU

Papain-Losung

Sterilfiltrieren und vor Gebrauch auf 37°C erwirmen.

100 x Polyornithin-Stock 1,5 pg/ml

in 20 ml H,O l6sen.

2.1.2.4. Immunfarbungen

Antikorperlosung 1%

3%

0,5%

ad 20 ml mit PBS

Natriumcitrat-Puffer 10 mM

mit 11 H,O 16sen, mit HCI auf pH 8,0 einstellen

PB (0,2 M) 0,162 M
0,035 M
ad 11 mit H,O, pH 7,4, nicht einstellen.
PB (0,1 M) 0,1 M
ad 11 mit H,O, pH 7,4, nicht einstellen.
PBS 137 mM
2,68 mM
10 mM
1,76 mM

ad 11 mit H,O, pH 7,4, nicht einstellen.

10%
Sml
Sml

Sml
Sml
100 pl
2 ml

5 ml
3 mg
25 ul

300 mg

0,2¢g
600 pl
2 ml

294 ¢

43,42 ¢
524 ¢

500 ml

8,0g
0,2¢g
2,7g
0,24 g

Fotales Kalberserum
Penicillin / Streptomycin-Stock
Glutamin-Stock (200 mM)

Penicillin / Streptomycin-Stock
Glutamin-Stock (200 mM)
Na*- Pyruvat-Stock (25 mg/ml)
B27

Glucose/PBS-Stock (10 mM)
Papain
DNAsel-Stock (2 mg / ml)

Poly-DL-Ornithin-Hydrobromid

BSA
NGS
Triton X-100 (5% in PBS)

tri-Natriumcitrat x 2 H,O

NazHPO4 X 7H20
NaH2PO4 X ZHzo

PB (0,2 M)

NaCl

KClI

Na,HPO, x 7H,O
KH2PO4
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Prainkubationslosung 1% 0,2¢g BSA

10% 2 ml NGS

0,5% 2 ml Triton X-100 (5% in PBS)
ad 20 ml mit PBS

Retina-Blocklosung 1% 0,2¢g BSA
3% 600l NDS
0,5% 2 ml Triton X-100 (5% in PB)

ad 20 ml mit 0,1 M PB

2.1.3. Kits

Kit

Brilliant® I SYBR® Green qPCR Master-Mix
Western Dura ECL-Kit

DC Protein-Test

GenElute-Gelextraktionskit
HiSpeed-Plasmid-Maxi-Isolierungskit
HiTrap-Benzaminide-FF-Kit
Plasmid-Mini-Isolierungskit
Plasmid-Midi-Isolierungskit
Plasmid-Maxi-Isolierungskit

Quick Change-Mutagenesekit

Silver Stain Plus-Kit

SuperscriptScriptlII® FirstStrand-Synthesekit
TOPO-TA-Klonierungskit

Transcriptor High Fidelity cDNA-Synthesekit

2.1.4. Primarantikorper

Bezeichnung Antigen

mADb2b AS 1 - 10 von GlyRal (Ratte)
mAb4a AS 96 - 105 von GlyRal (Ratte)
mAb7 N-term. von Gephyrin (Ratte)
mBassoon Bassoon (Ratte)

rbVIAAT AS 75 - 87 von VIAAT (Ratte)

Lieferant

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Thermo-Fischer Scientific, Rockford, USA
Bio-Rad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Qiagen, Hilden

Amersham Biosciences, Freiburg
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Bio-Rad, Miinchen

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Applied Science, Mannheim

Referenz Quelle

Pfeiffer et al., 1984 SynapticSystems, Gottingen

Pfeiffer et al., 1984 SynapticSystems, Gottingen
Pfeiffer et al., 1984 SynapticSystems, Gottingen

Ohtsuka et al., 2002 Abcam, Cambridge, UK

Martens et al., 2008 SynapticSystems, Gottingen
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rbGephyrin AS 294 - 736 von Gephyrin (Ratte)

rbGlyRal AS 362 - 422 von GlyRal (Ratte)
rbGlyRa2 [nicht publiziert]

rbGlyRa3 [nicht publiziert]

rbGlyRo4 C-term. von GlyRo4 (Maus)
gtGlyRa2 N-term. von GlyRa2 (Human)
gtGlyRa3 C-term. von GlyRa3 (Human)
gtGlyRp C-term. von GlyRp (Human)
gtGABAARY2  [nicht publiziert]

rbFLAG N-DYKDDDDK-C

mHA N-YPYDVPDYA-C

rbMyc N-EQKLISEENL-C

2.1.5. Sekundarantikérper
Antikorper

Alexa488 Ziege gegen Maus
Alexa488 Ziege gegen Kaninchen
Alexa546 Esel gegen Maus
Alexa546 Esel gegen Kaninchen
Alexa633 Ziege gegen Maus
Alexa633 Ziege gegen Kaninchen
HRP Ziege gegen GST

HRP Ziege gegen Maus

HRP Ziege gegen Kaninchen
HRP Esel gegen Ziege

HRP Rind gegen Ziege

2.1.6. Plasmide
Bezeichnung
pcDNA3.1(+)
pGEX-RB

[nicht publiziert]
[nicht publiziert]
[nicht publiziert]
[nicht publiziert]
Heinze et al., 2007
Haverkamp et al., 2004
Majumdar et al., 2007
[nicht publiziert]
Benke et al., 1994

Li et al., 2008

Carey et al., 2010
Evan et al., 1985

Lieferant
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

SynapticSystems, Gottingen
SynapticSystems, Gottingen
SynapticSystems, Gottingen
SynapticSystems, Gottingen
Millipore, Schwalbach
Santa Cruz Biotech, USA
Santa Cruz Biotech, USA
Santa Cruz Biotech, USA
Jean-Marc Fritschy, Paris
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Santa Cruz Biotech, USA

GE-Healthcare, Miinchen

Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

The Jackson Laboratory, Sacramento, USA

Quelle

Invitrogen, Karlsruhe

Brundiers et al., 1999
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pGEX-RB-GIyR,, ..
pGEX-RB-GIyRf, , ..
pGEX-RB-GIyRB, .
pGEX-RB-GIyR, . ...
pGEX-RB-GlyRp
pCIS2
pCIS2-huGlyRal
pSTP19-huGlyRa2
pCIS2rGlyRa3L

pCIS2rGlyRp
pTRACER-mGlyRo4
pEGFP-C2-Gephyrin
mRFP-Gephyrin
pBSK-Gephyrin
pEGFP-Gephyrin-shortnew
pEGFP-GephyrinS188A/S194A
pEGFP-GephyrinS188E/S194E
pRKS-GFP-GIyRp
pcDNA3-myc-Frabin
pcDNA3-myc-Dlc-1
pFLAG-EFA6
pEGFP-GlyRploop

pEGFP-C2

pDP1

pDP2

pAAV-hrGFP-Gephyrin
pAAV-hrGFP-GephyrinAA
PAAV-hrGFP-GephyrinEE

336-370

Dr. Ingo Paarmann, Frankfurt

Dr. Ingo Paarmann, Frankfurt

Dr. Ingo Paarmann, Frankfurt

Felix Weltzien, in dieser Arbeit
Felix Weltzien, in dieser Arbeit
Gorman et al. 1989

Grenningloh et al., 1990
Grenningloh et al., 1990

Bormann et al., 1993

Dr. Bodo Laube, Frankfurt

Harvey et al., 2000

Fuhrmann et al., 2002

Maas et al., 2006

Saiyed et al., 2007

Saiyed et al., 2007

Felix Weltzien, indieser Arbeit

Felix Weltzien, in dieser Arbeit
Maas et al., 2006

Obaishi et al., 1998

Fuhrmann et al., 2002

Koo et al., 2007

Felix Weltzien, in dieser Arbeit

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Dr. Jurgen Kleinschmidt, Heidelberg
Dr. Jiirgen Kleinschmidt, Heidelberg
Dr. Bertram Schmitt, Frankfurt

Dr. Bertram Schmitt, Frankfurt

Dr. Bertram Schmitt, Frankfurt
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2.1.7. Oligonukleotide
Genotypisierung von Gephyrin-KO-Mausen - WT-Fragment

R3: 5°“AGC TGT GAC CTG CAG TCA ATG CTC C-3°

Genotypisierung von Gephyrin-KO-Mausen - Neomycin-Fragment

F3: 5°-GGG CCA GCT CAT TCC TCC CAC TC-3¢

Genotypisierung von Gephyrin-KO-Mausen - Reverse-Primer
F1:  5°-CAA ACC TAC ACA AAA TAG AGG TGG C-3°
Umklonierung von GlyRp., .. aus pPGEX-RB in pEGFP-C1 (EcoRI, BamHI)
GBL120FW: 5°-AGC TTC GAA TTC CAA AAG GGT TGA AGC-3°

GBL120RE: 5°‘TCC GGT GGA TCC TCA TCT TGC ATA GAG-3°

Generierung von GlyRp

336-370

FLX#1: 5°-CGG GAT CCT CAA GGG GTC CCC GTG CCG TTC-3°

Generierung von GlyRp,, ..

FLX#2: 5°-CGG GAT CCT CAA CCT TTC CCA TCT GCT TGC TC-3¢

Reverse-Primer zur Generierung verkiirzter GlyRB Konstrukte

FLX#3: 5°-GCT GAC AAG CAC AAC ATG TTG GGT G-3¢

Gephyrin-Punktmutation an Aminosdure 188 von S zu A
GephS188A-FW: 5T TGA AGAT TTA CCT GCC CCA CCA CCT-3°

GephS188A-RE:  5°-AGG TGG TGG GGC AGG TAA ATC TTC AA-3°
Gephyrin-Punktmutation an Aminosdure 188 von S zu E

GephS188E-FW: 5°-TT GAA GAT TTA CCT GAG CCA CCA CCT-3°

GephS188E-RE: 5°-AGG TGG TGG CTC AGG TAA ATC TTC AA-3°
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Gephyrin-Punktmutation an Aminosaure 194 von S zu A
GephS194A-FW:  5°-ACC ACC TCC TCT TGC TCC ACC TCC TAC AAC TA-3°

GephS194A-RE: 5°-TAG TTG TAG GAG GTG GAG CAA GAG GAG GTG GA-3°

Gephyrin-Punktmutation an Aminosaure 194 von S zu E
GephS194E-FW: 5°-A CCA CCT CCT CTT GAA CCA CCT CCT ACA ACT A-3°

GephS194E-RE: 5T AGT TGT AGG AGG TGG TTC AAG AGG AGG TGG A-3

Real Time-PCR von Tcp10b
TcplObFW: S5°-TCC AAT GCT GGG GAA TAG AG-3°

TcplObRE: 5°-TCG TCC CCA ACC TAC AAC TC-3°

Real Time-PCR von Acpl
Acp1FW: 5°-CAC CCA TTG CAG AAG CAG TA-3°

Acp1RE: 5°-GCC ATG ATT TCT TAG GCA GC-3°

Real Time-PCR von Fgd4 (Frabin)
Fgd4FW: 5°-CAA GTG CCT CCA AAA CCA TT-3

Fgd4RE: 5‘-ACT CCT CCA TCC TTG GCT TT-3°

Real Time-PCR von Prlr
PrlrFW: S‘“TGC TTA CAT GCT GCT TGT CC-3¢

PrIrRE: S§°-ACC AGC AGG TGA ATG TTT CcC-3°

Real Time-PCR von Psd3
Psd3FW: 5°-CTG TGT GGC AGC TGT GTT TT-3¢

Psd3RE: S°“TCT GCT TCA GCT TGC TTT CA-3¢

Real Time-PCR von B-Aktin zur Normalisierung
B-AktinFW: 5°-GGG AAA TCG TGC GTG ACA TT-3°

B-AktinRE: 5°-CGG ATG TCA ACG TCA CAC TT-3°
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Primer fur pEGFP-C2-Gephyrin-Sequenzierung
pEGFPClfor: 5°-GAT CAC TCT CGG CAT GGA C-3°

pEGFPClrev: 5°-CAT TTT ATG TTT CAG GTT CAG GG-3°

2.1.8. Enzyme

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs oder Roche
bezogen, und als Stammlosungen mit einer Konzentration von 10 U/pl in die Reaktionen
eingesetzt. T4-DNA-Ligase stammt ebenfalls von der Firma Roche (Manheim), PANScript DNA-
Polymerase von PAN®-Biotech GmbH (Aidenbach), Benzonase, Pfu-Turbo DNA-Polymerase,
DNAsel und dNTP*s von Invitrogen (Karlsruhe).

2.1.9. Tiere, Zelllinien & Bakterienstimme

Bezeichnung Quelle

Ratten (Rattus norvegicus) Wistar-Stamm Hausinterne Zucht
Maiuse (Mus musculus, C57/Black6) Hausinterne Zucht
Thy1-GFP-Gephyrin Maus Reddy et al., in Arbeit
Human Embryonic Kidney-Zellen (HEK293T) Stansfeld et al., 1996
Escherichia coli BL21 DE3 Stratagene, Amsterdam
Escherichia coli X1.1-Blue Stratagene, Amsterdam

2.1.10. Verbrauchsmaterialien & Gerate

Bezeichnung Lieferant

Autoklav MMM GmbH, Miinchen
DNA-Gel-Eletrophoresekammer Werkstatt MPIH, Frankfurt
Elektroporationskiivetten Eurogentec, Koln

Elektroporator (Genepulser) Bio-Rad, Miunchen
Entwicklungsmaschine Curix 60 AGFA, Bonn

Heizblock Thermo Fisher, Schwerte
Heizsterilisator Memmert, Bichenbach
Inkubator-Bakterienkultur New Brunswick Scientific, Nurtingen
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Inkubator-Zellkultur Thermo Fisher, Schwerte

Latex-Handschuhe Carl-Roth, Karlsruhe
Magnetrithrer (Ikamag Reo) IKA, Staufen

Mikrowelle Siemens, Miinchen

Netzgerit GE-Healthcare, Freiburg
Nanodrop Implen GmbH, Miinchen
Nitril-Handschuhe Carl-Roth, Karlsruhe
pH-Meter Mettler / Toledo, GiefSen
Photometer Shimadzu, Duisburg
Proteingel-Elektrophoresekammer Bio-Rad, Miinchen
PVDF-Membran GE-Healthcare, Freiburg
Reaktionsgefafd 2 ml Eppendorff, Wesseling-Berzdorf
Reaktionsgefafs 1,5 ml Eppendorff, Wesseling-Berzdorf
Reaktionsgefafs 0,5 ml Eppendorff, Wesseling-Berzdorf
Reaktionsgefafs 0,2 ml Eppendorff, Wesseling-Berzdorf
Reaktionsgefafd 15 ml BD Biosciences, Heidelberg
Reaktionsgefafs 50 ml BD Biosciences, Heidelberg
Radiografie-Filme GE-Healthcare, Miinchen
Sterilbank Nuaire, Plymouth, USA
Thermocycler (Mx3000P qPCR Cycler) Stratagene, Amsterdam
Thermocycler (Mastercycler) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Thermoschiuttler Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Ultraschall-Applikator Branson-Ultrasonics, Berkshire, UK
Vakuumzentrifuge (SpeedVac) Savant / Thermo Fisher, Zellik, Belgien
Vortexer Heidolph, Schwabach

Waage (100 mg - 2000 g) Heraeus, Hanau

Waage (0,1 mg - 200 g) Heraeus, Hanau

Western Blot-Transferkammer Bio-Rad, Miunchen

Whatman Papier Millipore, Schwalbach
Tischzentrifuge (Picofuge) Heraeus, Hanau
Ultra-Zentrifuge Beckmann, Minster
Hochgeschwindigkeitszentrifuge (RC5C) Thermo Fisher, Schwerte
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.2.1. Plasmid-DNA-Préparation

Die Praparation von Plasmid-DNA aus E. coli XL1-Blue-Bakterien (Stratagene, Amsterdam)
erfolgte unter Verwendung von Plasmid-Isolierungskits (Qiagen, Hilden). Die transformierten
Bakterien wurden hierbei nach dem Prinzip der alkalischen Lyse aufgeschlossen und das Lysat
nach 5 min wieder neutralisiert. GrofSe, schlecht losliche Zellbestandteile wurden durch SDS
im Lysepuffer solubilisiert und im Anschluss tiber die Zugabe hoher Kaliumkonzentrationen
gefallt. Durch die Zugabe von Kalium entsteht aus SDS Kaliumdodecylsulfat, welches wesentlich
schlechter in Wasser l6slich ist als Natriumdodecylsulfat. Daher fallt Kaliumdodecylsulfat unter
den herrschenden hohen Salzkonzentrationen aus. An das Detergenz gebundene Proteine,
hohermolekulare Nukleinsduren und Reste bakterieller Zellwinde wurden gemeinsam mit dem
Salz prazipitiert. Dieses wurde durch Zentrifugation bei 14.000 x g fiir 10 min sedimentiert.
Losliche Plasmid-DNA-Molekiile im Uberstand wurden danach an eine Anionentauscher-
Matrix in Form einer Sdule gebunden. Ungebundene Bestandteile wurden ausgewaschen und
die reine Plasmid-DNA anschliefSend mit einer hochkonzentrierten Salzlosung eluiert. Salz und
Plasmid-DNA liefSen sich durch eine Isopropanol-Fillung voneinander trennen. Das DNA-Pellet

wurde dann in Wasser oder TE-Puffer gelost.

2.2.2. Restriktionsverdau

DNA kann mit Hilfe von bakteriellen Restriktionsenzymen an definierten Sequenzen
hydrolysiert werden. Hierzu wurden kommerziell erhiltliche Enzyme (siehe 2.1.8.), zusammen
mit spezifischen Puffern eingesetzt. Fur 2 pg DNA wurden 10 U des Enzyms mit passendem
Puffer in einem Volumen von 25 pl zusammengegeben und fir 1 h bei 37°C inkubiert.
Inkubationszeiten und Reaktionsvolumina konnen gegebenenfalls abweichen und sollten daher
fir jedes Enzym etabliert werden, da nicht-optimale Bedingungen auch zu Veranderungen der

Enzymspezifitit, sogenannter Star-Aktivitit, fithren konnen.
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2.2.3. Agarose-Gelelektrophorese

Endogene Nukleinsduren, sowie DNA und RNA aus in vitro Reaktionen und auch deren
Hydrolyseprodukte konnen elektrophoretisch aufgetrennt werden. Im Gegensatz zu vielen
Proteinen ist DNA wasserloslich und besitzt per se eine negative Ladung. Da fiir Nukleinsauren
eine lineares Masse-Ladungsverhaltnis gegeben ist, wandern DNA-Molekiile im elektrischen
Feld mit Geschwindigkeiten umgekehrt proportional zu ihrer GrofSe. Kleinere Teilchen wandern
somit schneller als grofSere in Richtung Anode. Als Matrix fur die Elektrophorese wurden generell
Gele aus 1-2% Agarose in TAE-Puffer verwendet. Um die farblosen Gele leichter beladen und
die Dauer der Elektrophorese besser abschitzen zu konnen, wurden die DNA-Proben vor dem
Auftragen mit einer Glycerin enthaltenden Farbstofflosung versetzt. Der Farbstoff migrierte
wiahrend der Elektrophorese an der Lauffront, und der Strom konnte vor dem Auslaufen der
Probe an der Anodenseite gestoppt werden. Zur Trennung von Nukleinsduren tiber eine Strecke
von 10 cm langes 1% Agarosegel wurde fiir etwa 45 min eine Spannung von 120 V angelegt.
Entstehende DNA-Banden wurden mit einer Ethidiumbromidlosung gefarbt und anschliefSend
im UV-Licht sichtbar gemacht (rote Fluoreszenz). Uber den Vergleich mit DNA-Standards

bekannter Groflen konnte die Molekiillinge in Basenpaaren bestimmt werden.

2.2.4. Transformation von Bakterien durch Elektroporation

Elektrisch kompetente E. coli XL1-Blue-Bakterien wurden in einer speziellen Kiivette einem
kurzen elektrischen Puls von hoher Feldstirke ausgesetzt. Dies fiithrte zu einer kurzzeitigen
Instabilitat der bakteriellen Zellwiande, wodurch Plasmid-DNA-Molekiile in die Bakterien
eindringen konnen. Im Anschluss wurde 1 ml LB-Medium zu den 100 pl Bakterien gegeben,
und diese fur 90 min unter leichtem Schiitteln bei 37°C inkubiert. Die kultivierten Bakterien
wurden bei 2000 x g fur 10 min sedimentiert und in 150 pl resuspendiert, bevor der Ansatz auf
Selektionsagarplatten ausgestrichen wurde. Elektrisch kompetente Zellen wurden von Belquis

Nassim-Assir zur Verfigung gestellt.

2.2.5. Transformation von Bakterien durch Hitzeschock
Je 100 pl chemisch kompetente E. coli XL1-Blue- oder BL21 DE3-Bakterien (Merck
Biosciences GmbH) wurden mit 10-50 ng Plasmid DNA versetzt und so fiir 15-30 min auf

Eis stehend inkubiert. Dann wurde Ansatz fiir 30 s im 42°C warmen Wasserbad erhitzt
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und anschliefSend 1-2 min auf Eis gekuhlt. Nach der Zugabe von 1 ml 37°C-warmem LB-
Medium wurden die Bakterien fiir 90 min unter leichtem Schitteln bei 37°C inkubiert. Es
folgte die Sedimentation wie unter 2.2.9. beschrieben, und das Ausstreichen der Bakterien auf

Selektionsagarplatten.

2.2.6. RNA-Priparation aus Gehirn von Méusen

WT- und Gephyrin-KO-Miuse wurden im Alter PO decapitiert und die Gehirne
herausprapariert. AnschiefSend wurde mit einer Pinzette das Cerebellum jedes Hirns abgetrennt,
die so entstehenden groben Vorderhirnpriaparationen in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert. Um die RNA aus dem Gewebe zu extrahieren,
wurde TRIzol® Reagenz, wie in den Herstelleranweisungen beschrieben, verwendet:

Je ein Hirn wurde in ein 2 ml Eppendorff-Reaktionsgefafs gegeben und nach Zugabe von
1 ml TRIzol®-Reagenz mit einem elektrischen Homogenisator zerkleinert. Die vollstindige
Dissoziation von Nukleoproteinkomplexen wurde durch eine 15 min Inkubation bei
Raumtemperatur erreicht. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 0,2 ml Chloroform. Zum
Mischen der organischen und anorganischen Phase wurde das verschlossene Reaktionsgefafs
fur etwa 15 s per Hand geschiittelt. Nach einer 3 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Probe nun fir 5 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Als Resultat erkennt man eine
deutliche Trennung der rotlichen Phenol-Chloroform-Phase, einer Interphase und einer oberen,
wassrigen Phase, in welcher die RNA gelost ist. Um die RNA zu prazipitieren, wurde 1 ml
Isopropanol in einem frischen 2 ml-Reaktionsgefaf$ vorgelegt und die wassrige, RNA-haltige
Phase der Praparation hinzugegeben. Das Gemisch wurde fur 10 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschliefSend fiir 10 min bei 12.000 x g und 4°C zentrifugiert. Das entstandene
Pellet wurde in 75% Ethanol gewaschen, erneut fiir 5 min bei 7.500 x g und 4°C zentrifugiert
und anschliefSend getrocknet. Das reine RNA Pellet wurde in sterilem Wasser gelost und bis zur

weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.

2.2.7. Microarray
Fur die Microarray-Experimente wurden Expressionsmicroarray-GeneChips® (Affimetrix,
High Wycombe, UK) verwendet, welche in Kooperation mit Dr. Bernd Denecke an der RWTH

Aachen hybridisiert und analysiert wurden. Das Vorgehen hierbei folgte der beiliegenden
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Arbeitsvorschrift des GeneChips®, wie auch in fritheren Publikationen der Arbeitsgruppe
beschrieben (Johann et al.,2006). Es wurden sechs RNA Praparationen (siehe 3.4.2.) an Dr. Bernd
Denecke (RWTH Aachen) geschickt. Dort wurde aus den original RNA-Proben komplementire
biotinylierte RNA hergestellt und diese anschliefSend in 35-200 Basen lange Stiicke fragmentiert.
Diese sechs Proben wurden jeweils mit einem Affymetrix® Exon-Array Expressionschip
hybridisiert und die auf dem Chip gebundene biotinylierte RNA mit Streptavidin-Phycoerythrin
gefarbt. Die Daten der sechs Expressionschips wurden im Labor von Dr. Bernd Denecke mit

einem Affymetrix® GeneChip® Scanner 3000 ausgelesen und statistisch ausgewertet.

2.2.8. Reverse Transkription

Reverse Transkription bedeutet das Umschreiben von RNA in komplementire DNA (cDNA).
Hierzu setzt man ein rekombinantes virales Enzym, die reverse Transkriptase eines Moloney
Maus Leukidmie-Virus, ein. Vor der reversen Transkription wurden die Proben zunichst mit
DNAse verdaut. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass sie lediglich RNA als Nukleinsaure,
jedoch keine DNA mehr enthalten. Hierzu wurden 2 pg RNA jeder Probe fur 15 min bei
Raumtemperatur mit 2 U DNAse I (Invitrogen, Karlsruhe) und 2 pl Reaktionspuffer in einem
Gesamtvolumen von 20 pl inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurden 2 pl einer 20 mM EDTA-
Losung hinzugegeben und das Enzym fur 10 min bei 65°C inaktiviert. Nach kurzem Kiuhlen
der Proben auf Eis wurden 0,5 pg RNA (5 pl aus Verdau) in die reverse Transkriptionsreaktion
eingesetzt. Hierbei wurden 3 pl Oligo dT Primer mit 10 pl FirstStrand-Mix, 1 pl DEPC-Wasser
und 1 pl AffinityScript® Enzym aus einem AffinityScript® FirstStrand-Synthesekit (Stratagene,
Amsterdam, Niederlande) mit der RNA gemischt. Zur Anlagerungsreaktion wurde die Probe
fiir 5 min bei 25°C inkubiert, bevor die DNA-Strangsynthese fiir 15 min bei 42°C durchgefiihrt
wurde. Zum Stoppen der Reaktion wurde die Probe fur 5 min bei 95°C inaktiviert, und
im Anschluf§ kurz auf Eis abgekiihlt. Die cDNA-enthaltene Probe wurde bis zur weiteren

Verwendung bei -20°C gelagert.
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2.2.9. PCR

2.2.9.1. Genotypisierung von Gephyrin-KO-Mé&usen

Zur Extraktion genomischer DNA wurde je 5§ mm Schwanzspitzengewebe der zu
untersuchenden Maus in 0,5 ml Lysispuffer mit 3,2 pl Proteinase K (La Roche AG, Basel)
gegeben und tiber Nacht bei 55°C und 1200 rpm auf dem Schiittler lysiert. AnschliefSend
wurden die ReaktionsgefafSe fiir 10 min bei 11.000 x g zentrifugiert (Heraeus Biofuge Pico), um
verbliebene Feststoffe zu sedimentieren. Die DNA-enthaltenden Uberstinde wurde in ein 500 pl
Isopropanol enthaltendes Reaktionsgefafd dekantiert. Durch mehrfaches Invertieren der Probe
fallt die DNA sichtbar aus und wurde daraufhin durch erneute Zentrifugation pelletiert. Das
so erhaltene DNA-Pellet wurde einmal kurz in 70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und
schliefSlich in 100 pl Wasser gelost. Es folgte die Amplifikation von WT-Gephyrin- und / oder
rekombinanten Neomycin-Fragmenten iiber PCR. Die resultierenden WT-Gephyrin-Amplikons
zeigten eine Liange von 350 bp, Amplikons der Neomycin-Kassetten (KO-Allel) waren 450 bp
lang. DNA-Amplikongroflen wurden uber Agarose-Gelelektrophorese und den Vergleich mit

DNA-GrofSenstandards bestimmt.

Braun Reinstwasser 20 pl initiale Denaturierung 94°C 3 min
10x Puffer (-MgCl) 2,5 ul Denaturierung 94°C 30s
50 mM MgCl 0,5 pl Anlagerung 55°C 30s
100 mM dNTPs 0,3 pl Verlangerung 72°C 90 s
F1 Primer 0,1 pl finale Verlingerung 72°C 3 min
F3/R3 Primer 0,1 pl

30 Zyklen (ohne initialen und finalen Schritt)

Pan Taq 0,5 pl

DNA-Losung 1 pl

Gesamtvolumen 25 pul

2.2.9.2. Generierung von Gephyrin-Phosphorylierungsmutanten
Die cDNA Vorlage fiir die Einfuhrung von Punktmutationen ist ein pEGFP-C2-Gephyrin-
shortnew Plasmid (Saiyed et al 2007). Dieser kodiert fir die P1-Isoform des Gephyrin-Gens

welches N-terminal mit dem grun fluoreszierenden Protein (eGFP) fusioniert ist. Auf Grundlage
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dieser cDNA wurden 25 Runden einer Mutagenese-PCR durchgefithrt. Hierbei wurde ein
Quick Change-Mutagenesekit XL (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) verwendet. Dieses
beinhaltet eine Pfu-Turbo DNA-Polymerase (10 U/ul), 10x Reaktionspuffer und Quick Solution.
Im Anschluss an die Amplifikation wurde das PCR Produkt mit dem Restriktionsenzym Dpnl
verdaut, welches selekiv methylierte und dementsprechend nur die maternale DNA aus Bakterien
hydrolysiert. Die resultierende DNA aus der in vitro Reaktion wurde in chemisch kompetenten
E. coli XL1-Blue-Bakterien amplifiziert, aufgereinigt und durch DNA Sequenzierung uberprift
(MWG-Biotech, Martinsried).

Braun Reinstwasser 29 pl initiale Denaturierung 95°C 1 min
10x Pfu-Turbo-Puffer 5pl Denaturierung 95°C 50s
Quick Solution 3ul Anlagerung 60°C 50s

5 mM dNTPs Sul Verlangerung 72°C 10 min
FW-Primer 3pl finale Verlingerung 72°C 30 min
RE-Primer 3ul 25 Zyklen (ohne initialen und finalen Schritt)
Pfu-Turbo 1l

50 ng DNA 1l

Gesamtvolumen 50 pl

2.2.9.3. RT-PCR

Bei der RT-PCR handelt es sich um die Amplifikation von cDNA Fragmenten, welche durch
eine reverse Transkriptionsreaktion aus RNA entstanden (siehe 2.2.8.). Fiir die PCR-Reaktionen
wurden speziell zu diesem Zweck synthetisierte Primerpaare (Metabion GmbH, Martinsried)
mit den unter 2.1.7. beschriebenen Sequenzen und die Panscript DNA-Polymerase (PAN-
Biotech GmbH, Aidenach) verwendet. Die Primerpaare wurden so gewahlt, dass die vorwarts-,
bzw. riickwirts-Primer-Bindestellen auf verschiedenen Exons liegen und somit mindestens ein
Intron uberspannen. Hierdurch sollte die Moglichkeit der Amplifikation genomischer DNA
Templates minimiert werden. Da dies jedoch nicht vollkommen ausgeschlossen werden kann,

war es wichtig die GrofSe der PCR-Produkte tiber DNA-Gelelektrophorese zu iiberpriifen.
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Braun Reinstwasser 36,75 pl initiale Denaturierung 94°C 3 min

10x Puffer (-MgCl) 5pl Denaturierung 94°C 45 s
50 mM MgCl 1,5 pl Anlagerung 55°C 30s
10 mM dNTPs 1 pl Verlangerung 72°C 90 s
Primer Mix (je 10 pM) 2,5 ul finale Verlangerung 72°C 10 min
c¢DNA aus RT-Reaktion 3pl 30 Zyklen (ohne initialen und finalen Schritt)
Pan Taqg 0,25 ul

Gesamtvolumen 50 ul

2.2.9.4. qRT-PCR

Mit Hilfe der qRT-PCR konnen in einer PCR-Reaktion entstechende Amplikonmengen
quantitativ bestimmt werden. Da fur die Reaktion aus RNA transkribierte cDNA als Template
eingesetzt wurde, konnen Riickschliisse auf den Gehalt bestimmter messenger-RNA-Molekiile
in der urspriinglichen Probe gezogen werden. Fiir alle qRT-PCR Experimente wurde Brilliant®
II SYBR® Green qPCR Master Mix (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) verwendet.
Dieser Mix enthalt einen Cyanin-Farbstoff (SYBR Green), welcher in doppelstrangige DNA
interkaliert. Der entstehende DNA-Farbstoffkomplex absorbiert Licht bei 488 nm und besitzt
ein Emissionsmaximum bei 522 nm Wellenldnge. Eine kontinuierliche Messung der Fluoreszenz-
intensitat bei 522 nm zeigt somit permanent den Gehalt doppelstrangiger DNA in der Probe an.
Die Amplifikation und das Auslesen der Fluoreszenz erfolgte mit einem Mx3000P qPCR-Cycler

(Stratagene, Amsterdam, Niederlande).

Braun Reinstwasser 10,125 pl initiale Denaturierung 94°C 3 min
qPCR Master Mix 12,5 pl Denaturierung 94°C 4S5 s
Primer Mix (je 10 pM) 1 pl Anlagerung 55°C  30s
ROX Reference Dye (2 pM)0,375 qul Verlangerung 72°C 60 s
cDNA Probe 1yl finale Verlingerung 72°C 10 min
Gesamtvolumen 25 pul 30 Zyklen (ohne initialen oder finalen Schritt)
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2.2.10. Sequenzierung von PCR-Amplikons

Um bei der RT-PCR entstehende Amplikons zuverlissig sequenzieren zu kénnen, wurden
PCR-Produkte zunichst in ein Plasmid kloniert. Hierzu wurde ein TOPO-TA-Klonierungskit
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. PCR Amplikons aus Reaktionen mit Taqg-DNA-Polymerase
tragen sequenzunabhingig immer iiberstehende 3‘-Desoxyadeninreste (A). Das TOPO-TA-Kit
beinhaltet einen linearisierten DNA-Vektor, welcher tiberhiangende 3‘-Desoxthymidinreste (T)
besitzt. AufSerdem ist an diese offenen Enden das Enzym Topoisomerase I des Vaccinia-Virus
gebunden. Dieses Enzym katalysiert die Fusion der PCR Produkte mit den offenen Enden des
Vektors.

4 pl PCR Produkt, 1 pl Salz Lésung und 1 pl des TOPO-Vektors wurden vorsichtig
gemischt, und zur Ligation 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die
Reaktion durch 5 miniitiges Kiihlen der Probe auf Eis gestoppt. Je 2 pl des Ansatzes wurden
zur Amplifikation der DNA in E. coli XL1-Blue-Bakterien elektroporiert. Die aufgereinigte
Plasmid-DNA aus diesen Bakterien wurde zur Validierung der DNA-Integration mit dem
Restriktionsenzym EcoRI verdaut und die resultierende Fragmentgrofle auf einem 1,5%
Agarosegel tiberpriift. Bei erfolgter Integration wurden die Plasmid-DNA-Proben sequenziert,
um die Spezifitit der durchgefihrten PCR zu validieren. Dies wurde bei MWG-Biotech in
Martinsried unter Verwendung der Pyrosequenzierungsmethode durchgefiihrt (Gharizadeh
et al., 1996). Immobilisierte, einzelstrangige DNA wurde dabei zu doppelstrangiger DNA
komplementiert. Dies wurde durch sequenzielle Zugabe der Desoxynukleotid-Triphosphate
dATP, dCTP, dGTP und dTTP unter Anwesenheit einer DNA-Polymerase erreicht. Wenn das
passende (komplementire) Nukleotid anwesend ist und von der Polymerase umgesetzt wird,
ensteht Pyrophosphat, welches durch eine weiteres Enzym in einer Chemolumineszenz-Reaktion

sichtbar gemacht wurde.
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2.3. Zellbiologische Methoden

2.3.1. Kultivierung von HEK293T-Zellen

In flissigem Stickstoff gefrorene HEK293T-Zellen wurden durch die Zugabe von Vollmedium
(MEM**) zugig aufgetaut und im Anschluss 5 min bei 500 x g zentrifugiert. Hierbei setzte sich
DMSO ab, welches den eingefrorenen Zellen als Frostschutzmittel zugefiigt worden war. Das

entstehende Zellpellet wurde nun in MEM*** aufgenommen, resuspendiert und nach weiterem

Verdiinnen mit MEM** bei 37°C und 3% CO2 im Inkubator kultiviert.

2.3.2. Passagieren von HEK293T-Zellen

Zum Passagieren von Zellen wurden diese einmal mit sterilem PBS gespult und anschliefSend
fur etwa 5 min mit 2 ml Trypsin-Losung inkubiert. Sobald alle Zellen vom Schalenboden
gelost waren, wurden 8 ml MEM*** hinzugegeben und die Zellsuspension ca. 5 mal mit einer
Glaspipette auf und abgezogen. Dies sollte die vollstindige Dissoziation von Zellaggregaten
in der Suspension sicherstellen. Die vereinzelten HEK293T-Zellen konnten nun auf mehrere
Petrischilchen verteilt und zur weiteren inkubiert werden. Durch leichtes, acht-formiges
Schwenken wurde gewahrleistet, dass sich die Zellen gleichmafSig auf dem Schalenboden

verteilen.

2.3.3. Transfektion von HEK293T-Zellen mit Plasmiden mittels Lipofectamine® 2000

Die zu transfizierenden HEK293T-Zellen wurden auf Deckgliaschen (& 14 mm) in 24
Loch-Mikrotiterplatten ausgebracht, welche zuvor 1-2 h mit Fibronectin beschichtet worden
waren. Zum Zeitpunkt der Transfektion sollten die Zellen eine Konfluenz von 80-90%
aufweisen. Es wurden 0,8 pg Plasmid-DNA in 50 pl serumfreiem Opti-MEM-Medium gelost.
Parallel wurden 2 pl Lipofectamine2000 in 50 pl des gleichen Mediums gelost und fiir 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden beide Ansitze vereint und die Losung durch
leichtes Schiitteln gemischt. Anschliefend wurde das Transfektionsgemisch erneut fiir 20 min
bei Raumtemperatur inkubiert, bevor es in das Medium tiber den HEK293T-Zellen pipettiert
wurde. Die 24 Loch-Platte wurde nun insgesamt geschwenkt, um eine gleichmafSige Mischung

des Transfektionsansatzes mit dem Medium zu gewihrleisten und die Zellen so fiir mindestens

7 h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.
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2.3.4. Infektion von HEK293T-Zellen mit AAV-Vektoren mittels der Ca?-Phosphat-
Methode

Die verwendete Methode ist eine modifizierte Form des Transfektionsprotokolls von
Graham & Van der Eb et al., 1973 und ist auf die Synthese infektioser Partikel eines Adeno-
assoziierten Virus (AAV) optimiert. DNA bildet dabei Komplexe mit Kalziumphosphat, welche
durch Endocytose von eukaryotischen Zellen aufgenommen werden.

HEK293T-Zellen wurden auf Petrischalen (& 10 c¢m) kultiviert und einen Tag vor der
eigentlichen Transfektion passagiert, sodass fiir den Versuch 20 Platten mit einer Konfluenz von
60% vorlagen. Ein Plasmid-Mix bestehend aus 200 pg pDP1, 160 pg pDP2 und 100 pg des das
Zielgen enthaltenden AAV-hrGFP-Vektors wurde mit H2O auf ein Endvolumen von 1 ml gebracht
und gut gemischt. Die Plasmide pDP1 und pDP2 sind sogenannte Helfer-Plasmide und kodieren
unter anderem fiir die viralen Proteine Rep und Cap, welche essentiell zur DNA-Replikation
und Capsidbildung sind. Die Kombination dieser Plasmide erweitert das Infektionsspektrum des
resultierenden Virus, da sie jeweils fiir Cap-Proteine mit unterschiedlichen Serotypen kodieren,
was auch die Spezifitat beeinflusst. Der das Zielgen enthaltene AAV-hrGFP-Vektor wurde bei
Koexpression mit pDP1/2 in die entstehenden Capside rekrutiert, was zur Bildung infektioser
Viruspatrikel in den HEK293T-Zellen fiihrt.

Zu diesem Plasmid-Mix wurden nun 7,8 ml H,O und 1,25 ml einer 1M CaCl,-Lésung
gegeben. Das Gemisch wurde sofort gevortext und zur Bildung von DNA Komplexen 10
ml einer 2x BES-Losung hinzugegeben und erneut gevortext. Es folgte eine Inkubation der
Transfektionslosung fiir 5 min bei RT. Danach wurde die Losung mit 120 ml vorgewarmtem
Zellkulturmedium (MEM*+*) gemischt und das Zell-tiberstehende Medium jeweils gegen 7 ml
des Transfektionsansatzes getauscht. So wurden die Kulturen fiir 4 h bei 3% CO, und 37°C
und anschliefSend fir weitere 3 Tage bei 5% CO, und 37°C im Brutschrank inkubiert. Zum
Ernten der Virus-exprimierenden Zellen wurden diese im tiberstehenden Medium suspendiert,
in 4 bis 5 50 ml Falcon-GefidfSen gesammelt und durch eine Zentrifugation fir 10 min bei 1000
x g sedimentiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurden die Zellpellets in fliissigem

Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.

2.3.5. Reinigung von Viruspartikeln
Die gesammelten Zellpellets wurden auf Eis aufgetaut. Wahrenddessen wurde eine 50
mM Tris / 150 mM NaCl Losung (pH 8,5) hergestellt. Zu jedem Pellet wurden 1 ml dieser

physiologischen Pufferlosung und vereint die Ansatze in einem 50 ml Falcon-Rohrchen gegeben.
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Hierzu wurden wiederum 2 pl Benzonase gegeben, alles durch Invertieren gemischt und die
Suspension fiir 30 min im 37°C-warmen Wasserbad inkubiert. Es folgte die Zugabe und das
Losen von 584 mg NaCl in der Zellsuspension. Durch eine Zentrifugation fiir 30 min bei 4000 x
g im Festwinkelrotor wurden die Zellen pelletiert und durch erneutes Resuspendieren mit einer
10 ml Pipette mechanisch lysiert. Im Anschluss wurde die Losung eingefroren. Hierzu wurde
das Rohrchen in mit Trockeneis gekiihltes Ethanol gestellt. Sobald die Suspension gefroren war,
wurde sie aus dem Ethanolbad genommen und zum Auftauen in ein 37°C warmes Wasserbad
uberfiihrt. Dieser Zyklus aus Einfrieren und Auftauen wurde noch zweimal wiederholt. Grofsere
Zellfragmente wurden durch eine Zentrifugation fiir 30 min bei 4000 x g im Festwinkelrotor
sedimentiert. Der Viruspartikel enthaltende Uberstand wurde fiir die weitere Aufreinigung iiber
differentielle Zentrifugation verwendet.

Zentrifugenrohrchen der Firma Beckmann (25 mm x 90 mm) wurden mit diskontinuierlichen
Iodixanol-Gradienten beschickt. Hierzu wurde zunichst 3 ml 54% lodixanol in die Gefifse
vorgelegt und danach vorsichtig mit 3 ml 40%, 4 ml 25% und 6 ml 15% lodixanol-Losung
uberschichtet. Auf diese Dichtegradienten wurden nun ca. 3 ml Viruspartikel-enthaltende
Zellkulturiiberstinde gegeben und die Rohrchen gegeneinander austariert. Es folgte eine Ultra-
Zentrifugation fur 2 h bei 300.000 x g und 18°C im Auschwingrotor. In diesem Schritt reicherten
sich vorhandene Viruspartikel an der untersten Trennschicht des Gradienten, zwischen 54%
und 40% lodixanol, an. An dieser Stelle konnten sie mit einer langen Kanile abgesaugt und
gesammelt werden. Eine weitere Anreicherung der Capside wurde durch Filtrierung mit 20 ml-
Amicon Sdulen (Millipore, Schwalbach) erreicht, welche eine Ausschlussgrofie von 100 kDa
besitzen. So konnte das Volumen der Virussuspension auf etwa 200 pl eingeschrinkt werden.

Aliquots dieser Proben wurden in Stickstoff schockgefroren und bei -70°C gelagert.

2.3.6. Praparation und Kultivierung von murinen Hippocampusneuronen

Vor der eigentlichen Praparation sollten ausreichend viele Deckglischen (& 14 mm)
vorbereitet werden. Hierfiir wurden die Deckgldschen uber Nacht in Ethanol gewaschen,
zum Trocknen auf sauberem Filterpapier ausgebreitet und danach tber Nacht bei 140°C in
einem Becherglas sterilisiert. Am Tag vor der Priparation wurden 24 Loch-Platten mit je 12
sterilen Deckgldsern bestiickt und tiber Nacht bei 37°C mit 0,5 ml Polyornithinlésung (1,5
pg/ml Polyornithin in PBS) tiberbeschichtet. Die Beschichtungslosung wurde am nachsten Tag
abgenommen und die Deckglaser 2x kurz mit PBS gewaschen, bevor 0,5 ml DMEM**** in jedem

Loch vorlegt und die Platten so fiir mindestens 2 h wahrend der Praparation bei 37°C inkubiert
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wurden.

Fir die Praparation von Hippocampusneuronen wurden tragende Wistar-Ratten (E18,95)
mittels Isofluran betdaubt und durch zervikale Dislokation getotet. Das Tier wurde nun auf
den Riicken gelegt und der Torso mit Lysoform-Desinfektionsspray benetzt. Das Fell wurde
im Beckenbereich eingeschnitten und die gesamte Bauchdecke freigelegt, bevor diese wiederum
geoffnet, den Uterus entniommen und in eine Petrischale tiberfiithrt wurde. AnschliefSend wurden
die Embryonen aus dem Uterus heraus pripariert, die Kopfe abgetrennt und diese fiir die Zeit
der Praparation in 10 mM Glucose/PBS auf Eis gegeben.

Um das Hirn des Embryos freizulegen wurde der Kopf auf ein sauberes Papiertuch
gelegt und die Kopfhaut und Schidelknochenanlagen entfernt. Hierzu wurde die Haut an der
Schidelmitte mit zwei Pinzetten gefasst und in caudal/rostrale Richtung auseinander gezogen.
Mit der Entfernung der Schidelknochenanlage wurde auf die gleiche Weise begonnen. Reste der
weichen Knochen wurden anschliefSend vorsichtig mit der Pinzette abgehoben, das Gehirn von
unten mit einer gebogenen Pinzette gefasst und fiir die Hippocampuspriparation in eine neue
mit 10 mM Glucose/PBS gefullte Petrischale tiberfihrt. Nun wurden die beiden Hemispharen
voneinander getrennt, die Hirnhdute abgezogen und die Hippocampi herauspripariert. Dazu
wurde der Hippocampus mit einer gebogenen Pinzette umfasst und mit einer geraden Pinzette
durch Scherbewegungen vom restlichen Gewebe getrennt. Fur die Dauer der Praparation wurden
die Hippocampi in einem auf Eis stehenden 50 ml Falcon-Réhrchen mit 10 mM Glucose/PBS
gesammelt.

Nach der Paparation wurde der Puffer uber den Hippocampi weitgehend abgesaugt. Das
Gewebe wurde nun mit moglichst wenig Puffer in ein Eppendorff-Reaktionsgefafs pipettiert,
in welches 1 ml Verdau-Losung vorgelegt worden war. Zur Destabilisierung von Zell-Zell-
Verbindungen wurden die Probe fiir 20 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert. Im Anschluss
wurden die Hippocampi zum Waschen kurz in 10 ml DMEM**** Giberfihrt, tdas tiberstehende
Medium durch 1 ml frisches DMEM**+** ausgetauscht und das Gewebe durch 10 bis 16
maliges Auf- und Abziehen mit einer 1 ml Pipette zerkleinert. Zu den dissoziierten Zellen
wurde Medium gegeben, um ein Gesamtvolumen von 6 ml zu erreichen; ein Aliquot dieser
Suspension wurde zur Bestimmung der Zellzahl in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die
Neuronen wurden nun auf die beschichteten Deckgliaschen ausgebracht, wobei die Zellzahl pro
Loch fur Antikorperfarbungen bei 40.000 und fiir Transfektionen mit Lipofektamine2000 bei
60.000 liegen sollte. Nach 3 h Inkubation bei 37°C wurde das Medium iiber den abgesetzten
Zellen, je nach Dichte durch 500 pl bzw. 750 pl Neurobasalmedium*** ausgetauscht. Am
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dritten Tag in Kultur (DIV3) wurde AraC in einer Endkonzentration von 3 pM zum Uberstand
hinzugegeben, um proliferirende Gliazellen abzutéten. Hippocampale Neuronen konnte so

ohne Mediumwechsel bis zu vier Wochen in Kultur gehalten werden.

2.3.7. Transfektion von Hippocampusneuronen mit Lipofectamine® 2000

Die zu transfizierenden Neuronen (DIV 9) lagen in einer Dichte von 60.000 Zellen pro
Deckglaschen in einer 24 Loch-Schale vor. 2 pl Lipofectamine2000 wurden in 100 pl serumfreiem
Neurobasalmedium gelést und gemischt. Nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden
0,1 pg der zu transfizierenden DNA zu 0,9 pg eines leeren pcDNA3.1-Vektors (Carrier) hinzu
gegeben und die Losung erneut gut gemischt. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 20 min bei
RT. Wihrend dieser Zeit tiberfithrte man das Medium tiber den Zellen in ein benachbartes
Loch der gleiche Platte und wusch die Neuronen einmal mit serumfreiem Neurobasalmedium.
Zum Transfektionsgemisch gab man nun 200 pl des zuvor abgenommenen, konditionierten
Zelliiberstandes, bevor man den gesamten 300 pl Ansatz vorsichtig auf die Zellen pipettierte
und 1-2 h bei 37°C inkubierte. Danach nahm man das Transfektionsgemisch ab, wusch die
Neuronen ein Mal mit serumfreiem Neurobasalmedium und gab wieder den Rest des alten
Zelluberstandes hinzu. Zur Expression von Gephyrin-Konstrukten wurden die Neuronen nach

der Transfektion 6 Tage inkubiert.

2.3.8. Praparation und Kultivierung von murinen Riickenmarksneuronen

Fir die Priparation von Riickenmarksneuronen wurden tragende Wistar-Ratten (E14)
mittels Isofluran betiubt und durch zervikale Dislokation getotet. Wie oben beschrieben
wurden die Embryonen entnommen und die Kopfe abgetrennt. Zur Entnahme des Riickenmarks
legt man die Embryonen in eine trockene Petrischale und schneidet anteroposterior die Haut
uber dem Riickenmark auf. Das Rickenmark wurde nun herausprapariert, in ein mit 33 mM
Glucose/PBS gefiilltes 3 cm Petrischilchen tiberfiithrt und anschliefSend die feine Haut entfernt,
welche es umschliefSt. Nach dem Sammeln aller Riickenmarke wurden diese in kleine Stucke
geschnitten und zum Vereinzeln der Zellen mit einer 5 ml Glaspipette durch dreimaliges
Auf- und Abziehen trituriert. GrofSere Zellverbande setzten sich innerhalb von 2-3 min am
Gefiflboden ab. Der Uberstand mit Finzelzellen wurde abgenommen und in ein neues Gefif3
uberfithrt, wihrend die ubrigen Gewebsstiicke erneut mit 3 ml 33 mM Glucose/PBS trituiert
und die Zellen im Uberstand ebenfalls in das neue Gefifd iiberfiihrt wurden. Die gesamten

6 ml Zellsuspension wurden fiir 10 min bei 100 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
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verworfen, das Zellpellet in 1 ml Neurobasalmedium resuspendiert, und diese Zellsuspension
anschliefend mit Neurobasalmedium auf § ml aufgefiillt. Die Zelldichte der Suspension wurde
in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. StandardmafSig wurden 120.000 Zellen auf jedes
mit Polyornithin (siehe 2.3.6.) beschichtete Deckglas mit einem Durchmesser von 14 mm
ausplattiert. Derart priaparierte Riickenmarksneuronen kénnen bis zu 5 Wochen bei 37°C und

3% CO, im Inkubator kultiviert werden.

2.3.9. Immuncytochemie

HEK293T-Zellen oder Neuronen lagen kultiviert auf beschichteten Deckgldsern vor. Je
nach Firbeprotokoll wurden die Zellen 15 min mit 4% PFA/PBS oder 2 min mit Methanol
bei -20°C fixiert und anschliefSfend 2 x 10 min in PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung der
Membranen inkubierte man die Zellen 15 min mit 0,4% Saponin/PBS (da Methanol Locher in
Zellmembranen verursachte, war es nicht notig, Methanol-fixierte Zellen zu permeabilisieren).
Nach kurzem Waschen in PBS wurden freie Proteinbindestellen durch eine einstiindige Inkubation
in 1%BSA/PBS abgesittigt. Damit waren die Zellen fiir die Inkubation mit Primarantikorpern
vorbereitet, welche in entsprechender Verdiinnung in 1%BSA/PBS gelost wurden. Nach einer
1-2,5 stiindigen Inkubation wurden diese durch dreimaliges Waschen (je 5 min) mit PBS entfernt,
bevor die Deckgldaschen mit fluoreszierenden Sekundarantikérpern, ebenfalls gelost in 1%BSA/
PBS, fur 50 min inkubiert wurden. Nach dem Entfernen der Sekundarantikorper farbte man die
Kerne der Zellen fiir 2 min mit einer DAPI-Losung an und bettete die Deckglaser nach erneutem

Waschen mit Polyaquamount ein.

2.4. Histologische Methoden

2.4.1. Praparation von Maus-Retina

Fur die Netzhautpriparationen wurden adulte Mause des Stammes C57/Black6é verwendet.
Diese wurden zunidchst durch das Inhalationsanidsthetikum Isofluran (Deltaselect, Pfullingen)
betiubt und durch Uberstreckung des Genicks getotet. Die Augen wurden herauspripariert kurz
unterhalb der Linse angestochen und in 0,1 M PB tiberfiihrt. Das Auge wurde nun kreisférmig um
die Linse aufgeschnitten, Linse und Glaskorper entfernt. Zur Fixierung des Gewebes inkubiert
man den gesamten Augenbecher fiir 10 min in 2%, bzw. 4% Paraformaldehyd in PB. Die fixierte

Retina wurde in Anwesenheit von PB aus dem Augenbecher entnommen und mindestens drei
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Mal fiir 10 min in PB gewaschen. Vor der Anfertigung von Gefrierschnitten wurden die fixierten
Netzhaute in verschiedenen Saccharose-Losungen ansteigender Konzentrationen inkubiert. Dies
soll die Eiskristallbildung und somit Beschadigungen des Gewebes beim Einfrieren verhindern.
Hierzu beginnt man mit 10 % Saccharose in PB fir 2 h, gefolgt von 20 % Saccharose in PB
ebenfalls fur 2 h und 30 % Saccharose mit 0,02 % Natriumazid in PB tiber Nacht. Diese
Inkubationen wurden alle bei 4°C durchgefithrt. Um Kryoschnitte anfertigen zu konnen, wurden
die vorbereiteten Retinae zunachst fiir 15 min in Einbettmedium inkubiert und anschlieffend auf
einen Objekttragertisch des Kyrostaten aufgefroren. Den gefrorenen Block aus Einbettmedium
und Retina wurde nun in die richtige Orientierung gebracht. Der als schmaler Streifen sichtbare

Querschnitt der Retina sollte orthogonal von der Klinge getroffen werden.

2.4.2. Praparation von murinem Hirn und Riickenmark

Adulte Ratten oder Mduse wurden zunachst mit dem Inhalationsanasthetikum Isofluran
(Deltaselect, Pfullingen) betaubt und im Anschluss durch Genickbruch getotet. Der Kopf wurde
mit einer Schere abgetrennt und die Schiadeldecke durch Entfernen der Kopfhaut freigelegt.
Mit einer robusten Schere wurde nun, beginnend vom Hinterhauptsloch, der Schiadelknochen
aufgebrochen und in mehreren Schritten mit einer Spitzzange entfernt. Das so freigelegte Hirn
kann mit einem feinen Spatel herausgehebelt werden. Dicke Hirnnerven wurden hierbei mit
einer Schere durchtrennt, um das Gehirn herauszulosen. AnschliefSend wurde das Gehirn mit
einer Rasierklinge sagital halbiert. Beide Hirnhilften miissen nun mit der Schnittkante nach
unten auf ein Stiick Alufolie gelegt und dieses nun auf einen Block Trockeneis platziert werden,
um das Gewebe schnell einzufrieren.

Das Rickenmark von Ratten oder Miusen wurde in einem Stiick samt Wirbelsiule
entnommen. Rippen und Muskelfasern wurden so weit wie moglich entfernt und die Wirbelsaule
nun in ca. 2 cm lange Stiicke zerteilt. Jedes dieser Teile wurde in ein mit Tissue Tek (Sakura,
Zoeterwoude, Niederlande) gefiilltes Aluminium-Réllchen von etwa 1 cm Durchmesser gesteckt.
Das so eingebettete Riickenmark konnte dann auf einem Block Trockeneis rasch eingefroren

werden.
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2.4.3. Anfertigung von Kryoschnitten

Gehirn oder Riickenmark wurden stets frisch priapariert und auf einem Block Trockeneis
gefroren (siehe 2.4.2.). Vor dem Schneiden miuissen die Proben und das Gefriermikrotom auf
eine einheitliche Temperatur von -20°C gebracht werden. Bei Retina-Priparaten eriibrigt sich
dieser Schritt. Wahrend des Schneidens sollte die Kammer-Temperatur fir unfixierte Gewebe
(Hirn und Riickenmark) bei ca. -18°C, die Objekt-Temperatur bei -17°C liegen, wahrend
fir vorfixierte Retina-Schnitte eine Kammer-Temperatur von -21°C eingestellt wurde. Hirn
und Riickenmark wurden mit einer Dicke von 14 pm, Retinae mit einer Dicke von 16 pm
geschnitten. Fertige Kryoschnitte zieht man auf Superfrost-Objekttrager auf. Vor der weiteren
immunhistochemischen Behandlung wurden die Schnitte bei Raumtemperatur ca. 20 min

trocknen gelassen.

2.4.4. Immunfirbung von Kryoschnitten

Zundachst miissen alle Schnitte drei Mal in PBS, bzw. PB gewaschen werden, um Reste des
Einbettmediums zu entfernen. Alle Losungen fiir Retinapraparate wurden mit PB hergestellt, fur
Hirn und Riickenmark verwendet man PBS. Zur Fixierung von frisch geschnittenem Gewebe
wurde ca. 1 ml gekiihltes 4% Paraformaldehyd in PBS direkt auf den Objekttrager gegeben.
Die optimale Linge der Fixierung ist fur viele Farbungen kritisch und sollte daher empirisch
bestimmt werden. Generell lisst sich jedoch sagen, dass Glycinrezeptor-Farbungen mit kurzen
Fixierzeiten (1 - 5 min) gut eingestellt sind, wahrend Fiarbungen synaptischer Vesikelproteine
oder von Gephyrin nach 10 - 15 min Fixierung am besten funktionieren. In manchen Faillen ist
es auch ratsam, im Anschluss an die Fixierung eine Natriumcitrat-Behandlung der Hirnschnitte
durchzuftihren (sieche nichster Absatz). Unabhingig hiervon wurden die frisch fixierten
Kryoschnitte zwei Mal fur 10 min in PBS gewaschen. Es folgte die Permeabilisierung der
Zellmembranen und die Absattigung unspezifischer IgG-Bindestellen. Hirnschnitte wurden zu
diesem Zweck fiir 1 h in Prainkubationslosung permeabilisiert und abgesattigt. Retina-Schnitte
behandelt man fiir 30 min mit Retina-Blocklosung. Im Anschluss an diese Prainkubation wurden
die Schnitte in Retina-Blocklosung bzw. fiir Hirnschnitte in Antikorperlosung gelost und fiir 24
h bei RT mit den Primadrantikorper inkubiert. Sollen verschiedene Primirantikérper verwendet
werden, empfiehlt es sich, diese nacheinander mit dem Gewebe zu inkubieren. Zur Entfernung
der Antikorper wurde mindestens drei Mal fiir 10 min im entsprechenden Puffer gewaschen.
Sekundirantikérper 16st man in Retina-Blocklosung, bzw. Antikorperlosung und inkubiert

zur Bindung fur 50 min bei RT. Es folgte ein erneutes dreimaliges Waschen der Schnitte zur
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Entfernung der Antikorper. Zum Schluss wurden die Kerne der Zellen fiir 5 min mit einer DAPI-
Losung angefirbt, die Schnitte nach erneutem Waschen mit Polyaquamount tiberschichtet und
durch Auflegen eines Deckglases eindeckelt.

Benotigen Antikorper stark unterschiedliche Fixierzeiten des Gewebes und sollen zusammen
auf einem Praparat angewendet werden, kann eine Natriumcitrat-Behandlung das Farbeergebnis
optimieren. Hierfiir wurden Kryoschnitte fiir 10 min mit kaltem 4% PFA/PBS fixiert und danach
10 min in PBS gewaschen, bevor sie fiir 10 min bei Raumtemperatur mit Natriumcitrat-Puffer
dquilibriert wurden. Nach der Aquilibrierung wurden die Schnitte in im Wasserbad auf 95°C
vorgeheizten Natriumcitrat-Puffer gegeben und bei dieser Temperatur fiir 30 min inkubiert.
Hierdurch werden Epitope, welche durch die lange Fixierung maskiert wurden, wieder fur
Antikorper zuganglich gemacht. Das Puffergefiafs mit den Schnitten wurde aus dem Wasserbad
genommen und zum Auskiihlen fiir 20 min bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschliefSend
wurden die Priaparate zweimal fiir 2 min in PBS gewaschen. Die so mit Natriumcitrat-Puffer
behandelten Schnitte konnten nun nach dem Standardprotokoll fiir Hirnschnitte (siehe oben)

permeabilisiert und mit Antikorpern gefarbt werden.

2.4.5. Quantifizierung von immunreaktiven Synapsen in Zellkultur und Hirnschnitten
Um Aussagen tiber Dichte und Verteilung von inhibitorischen Synapsen treffen zu kénnen
wurden die immungefiarbten Priaparate durch konfokale Mikroskpie analysiert. Sofern nicht
anders angegeben, wurden Bildserien optischer Schnitte mit einem Abstand von 0,3 pm
aufgenommen. Kolokalisationen wurden stets mit dem intakten Bildstapel in z-Ebene durch Vor-
und Zuriickblittern ausgewertet. So sollten zufillige Uberlagerungen immunreaktiver Punkte
ausgeschlossen werden. Zur zweideimentsionalen Darstellung wurden diese Bilderrreihen
mittels eines Maximum-Projektions-Algorithmus der Leica TS- bzw. Axiovision-Software auf
eine Ebene reduziert. Fir die Auswertung von inhibitorischen Synapsen in Zellkulturfarbungen
wurden je 50 pm Dendrit proximal vom Soma beginnend analysiert (n=10). Zur Quantifizierung
gefarbter Synapsen in Retinaschnitten wurde die IPL auf 50 pm Breite analysiert (n=3 und n=6).
Hierzu wurden die Bilder in 24 Felder unterteilt und fir jedes dieser Felder die Anzahl der
gefirbten Synapsen und der Uberlagerungen bestimmt. Zur Bestimmung von Kolokalisationraten
in bestimmten Strata wurden nur die Felder der entsprechenden Bereiche fiir die Bewertung
bertuicksichtigt. Referenzwerte fur zufillige Kolokalisation wurden in Anlehnung an vorherige
Studien wie folgt generiert (Fletcher et al., 2000; Griinert et al., 2002). Jeweils der grine Kanal

aus den Bildern der Doppelfairbung wurde um 180° gedreht und anschliefSend wieder mit dem
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zweiten Kanal tiberlagert. Diese Kontrollbilder wurden ausgewertet wie oben beschrieben.

2.5. Proteinbiochemische Methoden

2.5.1. Reinigung von Glycinrezeptoren aus Riickenmark

2.5.1.1. Préparation von rohen synaptischen Membranen (Rosy)

Riickenmarksgewebe aus Ratten wurde in hypotonem Medium homogenisiert. Durch
differentielle Zentrifugation des Homogenats in Saccharose-Losung konnen synaptische
Membranen in definierten Fraktionen angereichert werden. Myelin und andere Lipide wurden
hierbei abgetrennt und verworfen.

Zur Homogenisierung wurden 36 g Rattenriickenmark mit 1,5 | eiskaltem Puffer A® mit
1,25 ml Stabilisatoren-Mix und 150 pl PMSF-Losung (zur Proteasehemmung) versetzt. Das
Gemisch wurde portionsweise in ein 60 ml Pottergefaf§ iiberfuhrt und das Gewebe mit Hilfe
eines ,,Potter S“ Homogenisators (Braun International Biotech, Gottingen) aufgeschlossen.
Hierzu wurde eine Geschwindigkeit von 700 rpm eingestellt und der Kolben des Potters vier
Mal durch die Suspension auf und ab bewegt. Neben der Entstehung von Luftblasen ist auch
Warmebildung zu vermeiden. Daher wurde die Homogenisation nach jedem Durchgang fur
etwa 20 s unterbrochen. Wihrend der gesamten Prozedur wurde das Pottergefafs in Eiswasser
gekiihlt. Das Homogenat wurde fiir 40 min bei 23.500 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet in 1,4 | Puffer A (mit Zusitzen wie oben) resuspendiert.
Danach folgte eine erneute Homogenisation und Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen
wie oben. Das resultierende Membran-Pellet wurde in 1,4 | Saccharose Puffer mit Protease-
Inhibitoren resuspendiert, erneut in vier Durchgangen homogenisiert und anschlieSend 120 min
bei 23.500 x g und 4°C zentrifugiert. Um die Pelletfraktion nicht zu verunreinigen, kann eine
moglicherweise entstehende Fettschicht mit einem sauberen Zellstofftuch entfernt werden. Das
Pellet dieser Zentrifugation wurde erneut in 300 ml eiskaltem Puffer A° mit Protease Inhibitoren
resuspendiert, gepottert wie oben und fiir 20 min bei 48.000 x g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet aus rohen synaptischen Membranen in 100 ml Puffer
B mit Protease-Inhibitoren resuspendiert. Diese Rosy-Probe wurde in zwei 50 ml-Rohrchen

tberfihrt und nach Schockfrieren bei -70 °C iiber mehrere Monate gelagert werden.
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2.5.1.2. Solubilisierung von Glycinrezeptoren aus Rosy

Integrale Membranproteine wie Glycinrezeptoren konnen mit nicht-ionischen Detergenzien
wie Triton X-100 aus Membranfraktionen roher synaptischer Praparationen solubilisiert werden.
60 ml Rosy wurden hierfiir mit 12 ml Puffer B vermengt und in drei bis vier Durchgingen im
Homogenisator gepottert. Die resultierende Suspension wurde im Anschluss in einen gekiihlten
Messzylinder gegeben und mit Puffer B auf ein Endvolumen von 90 ml aufgefiillt. In einen
weiteren eisgekiihlten Messzylinder wurden 60 ml GlyR-Solubilisierungspuffer vorgelegt, das
Homogenat hinzu gegeben, und unter stindigem Rihren fir 75 min im Kihlraum bei 4°C
inkubiert. Schaumbildung sollte hierbei unbedingt vermieden werden. Unlosliche Bestandteile
im Homogenat wurden durch eine Ultrazentrifugation fir 70 min bei 160.000 x g und 4°C
sedimentiert. Der Uberstand mit solubilisierten Proteinen wurde vorsichtig abgenommen
und durch eine Glasfritte (G3) abfiltriert, um restliches weiches Lipidpellet zu entfernen. Die
gesammelten ~135 ml Solubilisat (Detergenzextrakt) wurden schockgefroren und bei -70°C

gelagert oder aber direkt fir die Affinititschromatografie verwendet.

2.5.2.3 Reinigung von Glycinrezeptoren Uber 2-Aminostrychnin-Agarose

Zur Reinigung des Glycinrezeptors (GlyR) aus solubilisierten synaptischen Membranen
wurde immobilisiertes 2-Aminostrychnin verwendet. Das Nervengift Strychnin bindet mit
hoher Affinitit an GlyR a-Untereinheiten. Diese Eigenschaft wurde hier fiir die affinitats-
chromatographische Anreicherung des GlyR genutzt.

Eine 5 ml Glassdule wurde mit 2-Aminostrychnin-Agarose gepackt (Geschenk von Dr.
Bertram Schmitt, Frankfurt), tiber Schlauche an eine Pumpe angeschlossen und mit ca. 100
ml Puffer C gewaschen. Um eine moglichst effizient Bindung zwischen Strychnin und GlyR zu
gewahrleisten, wurde der Rosy-Detergenzextrakt (~135 ml) langsam (ca. 9 ml/h) auf die Saule
aufgetragen. Im Anschluss wurde mit ca. 100 ml Puffer D gewaschen, um ungebundene Proteine
zuentfernen und dann mit 1-2 ml Puffer E tiber Nacht rund-eluiert. Die hohe Glycinkonzentration
in diesem Puffers verdrangt Strychnin durch Kompetition von der GlyR-Bindestelle und lost die
spezifisch gebundenen Rezeptoren von den Agarose-Beads. Nach diese ersten Elution wurde

noch ein zweites Mal mit der gleichen Menge Puffer E nacheluiert.
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2.5.2. Reinigung von GST-Fusionsproteinen aus E.coli

2.5.2.1. Expression von Proteinen in Bakterien

Expressionsplasmide wurden tiber Hitzeschocktransformation (siehe 2.2.5.) in E.coli BL21
Zellen eingebracht. Das verwendete Plasmid beinhaltet ein Lac-Operon, welches sich durch
Allolactose aktivieren ldsst. Durch Zugabe der chemischen Substanz IPTG zur Bakterienkultur
wurde die Anwesenheit von Allolactose imitiert, das Lac-Operon angeschaltet und die Expression
des auf dem Plasmid kodierten Gens ausgelost.

Transformierte Bakterien wurden auf LB-Agar-Platten mit dem entsprechenden Antibiotikum
ausgestrichen. Nach einer Inkubation bei 37°C tiber Nacht wurde eine Kolonie mit einer sterilen
Pipettenspitze aufgenommen und eine 5 ml LB-Vorkultur mit dem entsprechenden Antibiotikum
angeimpft. Die Vorkultur wurde unter leichtem Schiitteln bei 37°C tiber Nacht inkubiert. Das
gesamte Volumen der Vorkultur wurde anschlieffend in eine 200 ml LB-Hauptkultur mit dem
entsprechenden Antibiotikum gegeben und diese bis zu einer ODg, von 0,7-0,9 bei 37°C unter
leichtem Schitteln inkubiert. Sobald die gewiinschte Dichte erreicht war, wurde die gesamte
Kultur mit Eis auf 25°C gekiihlt und IPTG bis zu einer Endkonzentration von 2 mM zugegeben.
Wihrend des Kiihlens wurde ein Aliquot der Kultur (dquivalent zu 1 ODy,,) abgenommen
(Probe Trafo) und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Die mit IPTG versetzte
Hauptkultur wurde bei 25°C unter leichtem Schiitteln iiber Nacht inkubiert. Anschlieflend
wurde erneut ein Aliquot der Kultur (dquivalent zu 1 ODy,) abgenommen (Probe IPTG) und
bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert, bevor die gesamte Hauptkultur bei 5000 x
g fur 15 min sedimentiert wurde. Das entstehende Bakterienpellet wurde entweder sofort der

Bakterienlyse zugefiihrt oder ebenfalls bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.2.2. Herstellung von geklartem Bakterienlysat

Bakterien wurden durch Ultraschall aufgeschlossen und Proteine durch die Zugabe von
Detergenz extrahiert. Unlosliche Zellfragmente und DNA wurden durch Zentrifugation
sedimentiert und somit das Bakterienlysat geklart.

Ein Bakterienpellet aus 50 ml der urspringlichen Kultur wurde unter Zugabe von 1 ml
PBS durch leichtes Schiitteln resuspendiert. AnschliefSend wurde die Suspension unter stindiger
Kithlung im Eisbad fiir 1 min auf Stufe 4 mit einem 50% Intervall sonifiziert (Ultraschall-
Applikator von Branso Ultrasonics). Nach dem AufschliefSen der Bakterien wurden 50 pl einer

20%igen (w/v)Triton X-100-Loésung zugegeben und die Suspension fiir 30 min bei 4°C auf dem
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Rundschuttler solubilisiert. Durch eine 10 min Zentrifugation bei 10.000 x g und 4°C wurden
anschlieffend ungeloste Zellbestandteile sedimentiert. Das geklarte Lysat wurde aliquotiert und

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.2.3. Reinigung von GST-Fusionsprotein aus Bakterienlysat

Zur Reinigung von GST-Protein aus Bakterienlysaten wurde die starke Bindung von GST an
Glutathion ausgenutzt: an Sepharosekugeln immobilisiertes Glutathion kann zur Aufreinigung
von GST und GST-Fusionsproteinen verwendet werden. Um nach dem Waschen der Beads/
Kugeln gebundenes GST-Protein wieder von den Glutathion-Sepharosekugeln zu eluieren,
wurde Glutathion im Uberschuss zum Waschpuffer zugegeben oder eine enzymatische Spaltung
durch gefuhrt.

Zunichst wurden 150 pl einer 80%igen Glutathion-Sepharose-Suspension in ein 1,5 ml
Reaktionsgefafs gegeben und zweimal fiir je 5§ min mit 1 ml PBS gewaschen. Zum Trennen
von PBS und Glutathion-Sepharose-Kugeln wurde das Reaktionsgefafd fir 2 min bei 2000
x g zentrifugiert. Wahrend der gesamten Reinigung wurde im Kihlraum bei 4°C gearbeitet.
Die gewaschenen Sepharose-Kugeln wurden nun in eine G50-Siule tiberfithrt (Amersham,
Freiburg), welche zuvor mit PBS + 0,1% TritonX100 gespiilt wurde. Insgesamt wurden
2 ml des Bakterienlysats auf die mit Sepharosekugeln bepackte Siule gegeben und uber ein
Schlauchsystem und eine Pumpe durch die Siule hindurchgesaugt. Fiir die Inkubation des
Bakterienlysats mit der Glutathion-Sepharose wurde das Schlauchsystem kurzgeschlossen,
d.h. das durch die Saule gesaugte Lysat wurde der selben Saule erneut zugefithrt. In diesem
Aufbau wurde das Lysat fiir 2 h bei einer FlieSgeschwindigkeit von etwa 150 pl/min mit der
Glutathion-Sepharose inkubiert. Wihrend diese Vorganges bindet in im Lysat vorhandenes
GST-Protein an das in der Sdule immobilisierte Glutathion. Am Ende der Inkubation wurde
der Schlauchkreislauf gedffnet und das Bakterienlysat verworfen. Das Waschen der Glutathion-
Sepharose erfolgte durch Zugabe von insgesamt 6,5 ml PBS + 0,1% (w/v) Triton X-100 in die
Sdule. Die Waschlosung wurde ebenfalls mit 150 pl/min durch die Sdule hindurchgesaugt und
anschlieflend verworfen. Ein Aliquot (ca. 10 pl) der Glutathion-Sepharose wurde abgenommen,
als Probe ,,Beads®“ gekennzeichnet und bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die in
der Sdule gebundenen GST-Fusionsproteine konnten durch eine enzymatische Spaltung aus der

Saule eluiert werden (siehe 2.5.2.4.).
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2.5.2.4. Elution von immobilisiertem GST-Fusionsprotein durch Trombinspaltung

Der zur Herstellung von GST-GlyRploop verwendete pGEX-RB Expressionsvektor
kodiert fiir eine Trombinbindesequenz zwischen GST und dem GlyRp-Peptid. Zur effizienteren
Thrombinspaltung sind in der Sequenz zwischen Thrombinschnittstelle und Fusionsprotein
5 Glycinreste als Abstandhalter eingebracht. Das GlyRploop Peptid kann somit durch
Inkubation mit der Protease Thrombin effizient von GST abgespalten werden und so aus der
Saule ausgewaschen werden. Fiir die proteolytische Spaltung des in der Siule gebundenen
Fusionsproteins (siehe 2.5.2.3.) wurden 20 U Thrombin in 150 pl PBS verdiinnt und auf die
Saule gegeben. Es folgte eine Inkubation tiber Nacht bei 4°C. Am nichsten Tag wurde die
uberstehende Losung durch die Siule gesaugt und gesammelt. Verbliebenes GlyRp-Peptid
wurde durch zweimaliges Nachwaschen mit je 150 pl PBS + 0,1% (w/v) Triton X-100
eluiert. Diese Eluate enthalten neben dem abgespaltenen GlyRp-Peptid auch Thrombin. Um
dieses zu entfernen, konnen die vereinigten Eluate uber eine Benzamidinsaule weiter gereinigt
werden (siehe 2.5.2.5.). Die in der Sdule verbleibenden Glutathion-Sepharose-Kugeln mit
gebundenem GST-Protein wurden erneut gewaschen, wie unter 2.5.2.3. beschrieben. Aliquots
der Sepharosebead-Suspension wurden als ,,GST* gekennzeichnet, schockgefroren und bis zur

weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.

2.5.2.5. Entfernung von Thrombin aus Lésungen durch Benzamidinsaulen

Zur Entfernung von Thrombin aus Losungen kann die starke Bindung von Benzamidin an
Serinproteasen ausgenutzt werden und in Sdulen immobilisiertes Benzamidin zur Entfernung
der Serinprotease Thrombin aus Losungen verwendet. Der Durchlauf einer Losung, welcher
durch eine derartige Saule geschickt wurde, ist weitgehend frei von Thrombin.

Die aus mehreren Proteinreinigungsexperimenten (siehe 2.5.2.1-5) erhaltenen Fraktionen
von GlyRp-Peptid wurden von Thrombin befreit. Hierbei wurde ein HiTrap-Benzamidin-FF-Kit
nach Herstelleranweisung verwendet. Die Benzamidin-Sdule wurde zunachst mit dem funffachen
Sdulenvolumen Wasser gewaschen. Anschliefend wurden 500 pl Proteinprobe auf die Sdule
gegeben und bei einer FliefSgeschwindigkeit von 150 pl/min durch die Sdule hindurchgesaugt.
Serinproteasen wie Thrombin binden hierbei an das in das Sdule immobilisierte Benzamidin
und werden dadurch in der Saule zurtickgehalten. Der Durchfluss wurde gesammelt, als Probe

,»GlyRploop“ markiert, schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert.
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2.5.3. Proteinanalytik

2.5.3.1. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

SDS-PAGE wurde benutzt, um denaturierte Proteine der GrofSe nach voneinander zu
trennen. Das Prinzip der Trennung basiert auf der Migration geladener Teilchen im elektrischen
Feld. Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet an hydrophobe Bereiche von Proteinen. Dadurch
werden diese entfaltet (denaturiert) und erhalten eine einheitliches Verhiltnis von Ladung zu
Masse. In dieser Arbeit wurde ausschliefSlich die diskontinuierliche SDS-PAGE verwendet. Das
bedeutet, dass der obere Teil des Gels einen niedrigen Acrylamidgehalt (4-5%) und einen leicht
alkalischen pH von 8,0 hat. Dies fuhrt zu einem gleichmafSigen Einlaufen und Sammeln der
Proben. Der untere Teil des Gels besitzt einen hoheren Acrylamidgehalt (7-15%) und einen
pH von 6,4. Dieser entspricht dem isoelektrischen Punkt von Glycin, was eine Anderung der
Ladungen im elektrischen Feld und eine Trennung der Proteine nach ihrer Masse bewirkt.

Glasplatten und 0,75-mm Spacer wurden zunichst mit Alkohol gereinigt, um Fette und
andere Polymerisationsinhibitoren zu beseitigen, dann zusammengebaut und in die dafur
vorgesehene Klemmvorrichtung gebracht. Die Trenngell6sung wurde in Becherglisern angesetzt,
zundchst jedoch ohne den Radikalstarter Ammoniumperoxodisulfat (APS) hinzuzufigen. Erst
kurz vor dem GiefSen des Gels wurde die Polymerisation mit APS gestartet und das Trenngel mit
einer Pipette in die Gelkammer gefullt. Im Anschlufd wurde das Trenngel mit ca. 2 ml Isopropanol
uberschichtet. Auf diesem Weg erzielt man eine glatte Oberfliche und schliefSt Sauerstoff als
potenten Polymerisationsinhibitor aus. Das Trenngel polymerisiert bei RT innerhalb von 20
min. Danach wurde das Isopropanol durch Invertieren der Kammer entfernt, die Sammelgel-
Losung angesetzt und nach dem Starten der Polymerisation auf das Trenngel geschichtet.
Um Taschen zu formen wurde ein Kunststoffkamm von oben in das noch fliissige Sammelgel
gesteckt. War das Sammelgel ausgehirtet, wurden der Kamm entfernt und die Taschen mit
Wasser gespiilt. Das fertige Gel wurde samt Glasplatten aus der Haltevorrichtung genommen
und in eine Elektrophorese-Kammer eingespannt. Diese wurde mit SDS-Elektrophoresepuffer
gefullt, sodass beim Anlegen einer Spannung elektrischer Strom durch das Gel fliefSen konnte.

Proteinproben wurden vor dem Beladen des Gels mit 5xProbenpuffer und ca. 5% (v/v)
-Mercaptoethanol versehen und 10 min bei 95°C denaturiert. Da Membranproteine wie der
Glycinrezeptor nach solch einer starken Erhitzung im Allgemeinen aggregieren, empfiehlt sich
fiir solche Proteine eine Temperatur von nur 50 °C zur Denaturierung und die Zugabe von

200 mM DTT statt B-Mercaptoethanol. Die vorbereiteten Proben wurden nun in die Geltaschen
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gefillt. Parallel hierzu wurden auch 5 pl des Protein-GrofSenstandards SeeBluePlus2 (Invitrogen)
aufgetragen. Fiir jedes 0,75 dicke Gel sollte zunichst ein Strom von 10 mA, nach dem Einlaufen
in das Trenngel ein Strom von bis zu 25 mA angelegt werden. Bevor die Lauffront aus dem Gel
austrat, wurde die Elektrophorese gestoppt. Das fertige Gel konnte nun diversen Farbemethoden

unterworfen oder der Western Blot Analyse zugefiihrt werden.

Sammelgel Trenngel 7,5%  Trenngel 10%  Trenngel 15%

8 x Sammelgelpuffer 750 pl - - -

4 x Trenngelpuffer - 3,8 ml 3,8 ml 3,8 ml
40% (w/v) Acrylamid-Mix 600 pl 1,88 ml 3 ml 3,75 ml
MilliQ H,0 4,5 ml 4,12 ml 3,5ml 2,25 ml
10% (w/v) SDS-Stock 40 pl 100 ul 100 ul 100 pl
TEMED 6 pl 10 pl 10 pl 10 pl
10% (w/v) APS 60 ul 100 ul 100 ul 100 pl

2.5.3.2. Coomassie Brilliant Blue (CBB)-Farbung von Acrylamid-Gelen

Um durch Elektrophorese getrennte Proteine in Polyacrylamidgelen oder Nitrocellulose-
Membranen sichtbar zu machen, wurden Coomassie- oder Silberarbungen durchgefiihrt.

Die Gel-Farbungen mit CBB G-250 sind schnell, wenig giftig und gut reproduzierbar. Die
Sensitivitat der Methode reicht bis etwa 200-400 ng Protein/Bande. Wihrend einer 15 miniitigen
Inkubation in CBB-Farbelosung bindet CBB G-250 mit hoher Affinitit an hydrophobe Bereiche
der Proteine. In der Firbelosung vorhandenes Methanol verdriangt Wasser aus der Gelmatrix,
welche darauthin schrumpft. Proteine wurden in der sich verengenden Matrix eingeschlossen
und immobilisiert. Essigsdure zerstort die Hydrathiille der gelosten Proteine, wodurch sie
ausfallen. Proteine wurden also in einem Schritt gefarbt und im Gel fixiert. Anschlieffend wurde
das Gel zweimal fur 15 min in CBB-Entfarber 1 geschiittelt. Ein hoher Anteil an Methanol
sorgt fur ein weiteres Schrumpfen des Gels und eine rasche Entfirbung. Es konnen weitere
Inkubationen in CBB-Entfarber 2 folgen. Dieser besitzt einen geringeren Methanol-Anteil und
ist folglich weniger effizient. Die Entfarbung wurde so lange fortgesetzt, bis das Gel nur noch
eine minimale Hintergrundfarbung aufwies. Vorhandene Proteine wurden als kraftig blaue

Banden sichtbar.
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2.5.3.3. Kolloidale Silberfarbung von Acrylamid-Gelen

Um Proteinbanden in Polyacrylamidgelen mit hoher Empfindlichkeint sichtbar zu machen,
wurde eine kolloidale Silberfirbung durchgefiihrt. Silberionen bilden Komplexe mit den
Glutamat-, Aspartat- und Cysteinresten der Proteine, wobei sie zu Silberkeimen reduziert werden.
Diese wirken im Gel als Reduktionskeime fiir die Farbung. Der exakte chemische Mechanismus
der Farbung ist jedoch nicht ganzlich geklart. Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit einem
Silver Stain Plus-Kit (Invitrogen, Karlsruhe) gefarbt. Hierzu wurde das Gel zunachst 20 min bei
Raumtemperatur in Fixierlosung geschwenkt, was die Proteine im Gel zum Ausfallen bringt
und immobilisiert. AnschliefSend wurde das Methanol der Fixierlosung durch 20 minitiges
Schwenken in Waschlosung entfernt. Eine weitere Inkubation mit Silberlosung fithrte zur
eigentlichen Farbereaktion. Vorhandene Proteine wurden hierbei als braune Banden sichtbar.
Die Dauer der Fiarbereaktion betrug zwischen 10 und 20 min und wurde bei ausreichender

Farbung sofort durch Waschen des Gels in Stoplosung beendet.

2.5.3.4. Western Blot

Alle Ubertragungen von Proteinen auf PVDF- und Nitrocellulose-Membranen wurden
mittels einer Tank-Blot-Apparatur (Mini Trans-Blot Cell, Biorad) durchgefithrt. Hierzu wurde
eine PVDF-Membran fir 5 min in Methanol eingeweicht (bei Nitrocellulose nicht notig), um
vorhandene Proteinbindestellen zu aktivieren. Zwei Whatman-Filterpapiere, jeweils 1 mm
dick, wurden kurz in Transferpuffer getrankt. Ein Stapel aus Filterpapier, PVDF-Membran, Gel
und Filterpapier wurde in die Blotting-Apparatur eingespannt. Hierbei war die Orientierung
des Stapels so auszurichten, dass die Membran in Richtung Anode und das Gel in Richtung
Kathode zeigt. Zusitzlich musste sicher gestellt werden, dass alle Komponenten ausreichend mit
dem Transferpuffer befeuchtet sind und sich keine Luftblasen innerhalb des Stapels befinden,
da nur so ein homogenes elektrisches Feld erzeugt werden kann. Nun wurde die Blotkammer
angeschlossen und eine Spannung von 10 V angelegt. Dies gentigte, um die Proteine innerhalb

von 16 h vom Gel auf die Membran zu transferieren.

2.5.3.5. Proteindetektion mittels Chemilumineszenz

Peroxidase-gekoppelte Antikorper konnen tuber Chemilumineszenz detektiert werden.
Hierbei wird ausgenutzt, dass Peroxidasen die Oxidation von Luminol katalysieren, wobei
Licht mit einer Wellenlinge um 428 nm emittiert wird. Dieses Licht kann mittels Blaulicht-

sensitiver Autoradiografiefilme detektiert und so fiir das menschliche Auge sichtbar gemacht
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werden. Hierfiir wurde standardmifSig ein Super Signal® Western Dura-Kit (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, USA) verwendet.

Den mit Antikorpern inkubierten Blot liefS man nach dem Waschen mit TBS gut abtropfen,
jedoch nicht trocknen. Je 1 ml von Losung 1 und 2 des Kits wurden auf den Blot gegeben und
unter leichtem Schwenken fiir 3 min inkubiert. Den Blot wurde nun aus der Losung genommen
und gut abtropfen gelassen. Anschlieffend wurde der Blot blasenfrei in durchsichtige Folie
eingeschlagen und in eine Autoradiografie-Kassette gelegt. Alle folgenden Schritte wurden bei
geeignetem Rotlicht durchgefithrt. Ein Autoradiographie-Film wurde ggf. zurechtgeschnitten
und auf die eingeschlagene Membran gelegt. So wurde der Film in der geschlossenen Kassette
belichtet. Der belichtete Film wurde einer Entwicklungsmaschine zugefiihrt, wodurch Position

und Intensitit von Proteinbanden auf dem Film sichtbar wurden.

2.5.3.6. Bestimmung der Proteinkonzentration von Lésungen

Zur Bestimmung des Proteingehalts von Losungen wie Bakterienlysaten oder Prazipitaten
wurde ein DC Protein-Test (Bio-Rad, Munchen) nach Herstelleranleitung verwendet. Hierbei
handelt es sich um eine modifizierte Form des Lowry-Tests. Es wird der Farbumschlag einer
Losung gemessen, welcher durch Kupfer-(II)-Ionen unter Anwesenheit von Peptidbindungen
ausgelost wird, und bei welchem letztendlich Molybdanblau entsteht. Um Proteinkonzentrationen
in absoluten Werten bestimmen zu konnen, wurde eine Eichreihe mit BSA-Endkonzentrationen
von 0, 2, 4, 6, 8 und 10 pg/ml als Referenz gemessen. Die Absorption der Proben wurde bei
einer Wellenldnge von 650-750 nm mit einem Photospektrometer (BioSpec Mini, Shimadzu)

bestimmt.

2.5.4. Herstellung monoklonaler Antikorper

Die Immunisierung von Mdiusen, die Immortalisierung Antikérper produzierender Zellen
und die Tests zur Identifikation GlyRp-bindender Antikérper in Mischklon-Uberstinden
wurden von Synaptic Systems GmbH, Gottingen, durchgefiihrt. Die hierfiir benotigten bakteriell
exprimierten Proteine wurden in unserem Labor hergestellt (siehe 2.5.2.) und speziell fiir diese

Experimente an Synaptic Systems iibergeben.
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2.5.4.1. Immunisierung von M&usen

Zur Immunisierung wurden Balb/c-Mause iiber einen Zeitraum von 17 Tagen jeden
zweiten Tag und einen Tag vor der Zellfusion ca. 120 mg des Antigen-Peptids injiziert. Um die
Antigenizitdt des gelosten Antigen-Peptids zu erhohen die hierfirr benotigt Gerbu oder Freunds

Adjuvant in Kombination mit CpG-Oligonukleotiden verwendet (Krieg, 2002)

2.5.4.2. Fusion von B-Lymphozyten und Plasmazellen

Nach der Immunisierung von Miusen mit dem Antigen-Peptid wurden Zellen aus dem
Kniebereich, den Lymphknoten und der Milz der Tiere prapariert und kultiviert. Um aus diesen
Zellen (hauptsidchlich B-Lymphozyten) proliferierende Dauerkulturen anlegen zu konnen, wurden
sie zundchst immortalisiert, d.h. unter Anwesenheit von PEG 1500 mit Ag8 Myelomazellen zu
Hybridomazellen fusioniert. Nach der Fusion wurden die Zellen auf 360 Locher von mehreren
24-Loch-Schalen verteilt. Diese 360 Kulturen werden auch als Mischklon-Kulturen bezeichnet,
da jede von ihnen aus durchschnittlich 5-10 Einzelklonen besteht. AnschliefSend wurden die
Kulturen fur 10 Tage in Selektionsmedium kultiviert um auf fusionierte Hybridomazellen zu

selektieren.

2.5.3.3. ELISA

Die Anwesenheit GlyRp-bindender Antikérper in den Mischklon-Uberstinden wurde durch
einen enzymgekoppelten Immunabsorptionstest (ELISA) tiberpriift. Fiir den ELISA-Test wurden
96-Loch-Platten mit verschiedenen Testproteinen beschichtet und jeweils der Uberstand eines
Mischklons in ein Loch der behandelten Platten gegeben. Je nach Stiarke der Antikorperbindung
an das Testprotein, blieb mehr oder weniger Antikorper aus den Kulturiiberstinden an der
Platte haften. Diese konnten anschliefSend durch enzymgekoppelte Sekundarantikorper gefarbt

und die Farbeintensitat mit Hilfe eines Scanners quantitativ erfasst werden.
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3. Ergebnisse

3.1. Herstellung und Charakterisierung eines monoklonalen Antikorpers
gegen die Glycinrezeptor-B-Untereinheit (GlyRp)

Die Expression von Glycinrezeptoren im Zentralnervensystem von Saugern wurde sowohl
auf RNA- als auch Proteinebene eingehend untersucht. Fir GlyRpB-mRNA wurde eine breite
Verteilung im Gehirn und Riickenmark gefunden (Malosio et al., 1991b). Im Gegensatz hierzu
wurde GlyR-Protein haupsichlich im Hirnstamm und Riickenmark nachgewiesen, in hoheren
Hirnregionen kommt es nur in sehr geringen Mengen vor (Becker et al., 1993 ;Tohyama et
al., 1989). Die exakte Verteilung der GlyRpB-Untereinheit konnte bislang nicht immunologisch
bestimmt werden, da kein spezifischer Antikorper zur Verfiigung steht, der selektiv diese
Untereinheit erkennt. Um die Lokalisation von GlyRB-Protein im Gehirn festzustellen und um
zu uberpriifen, ob GlyRp immer tiber Gephyrin an der Synapse geclustert ist, wurde in dieser

Arbeit ein monoklonaler Antikorper gegen GlyRp hergestellt.

3.1.1. Herstellung und Aufreinigung des Antigen-Peptids

Die vier Gene fiir GlyRa-Untereinheiten sind in Threr Sequenz zu 80-90% identisch,
und auch die GlyRp-Untereinheit ist verglichen mit GlyRal zu 47% homolog (Milani et al.,
1998). Um einen Antikorper herzustellen, welcher spezifisch an die f-Untereinheit von GlyRs
bindet, muss ein Antigen so gewahlt werden, dass es eine hochstmogliche Anzahl einzigartiger
Aminosédurereste tragt. Gezielte Sequenzabgleiche ergaben, dass die GlyRpB-Untereinheit in der
Sequenz der grofSen intrazellulare Schleife (loop), zwischen den transmembranen Dominen 3
und 4, nur zu ca. 10% mit GlyRa-Proteinsequenzen identisch ist. Diese Schleife wurde daher als
die vielversprechendste Domine erachtet und der 120 Aminosduren lange, cytosolische Bereich
der GlyRp-Untereinheit (GlyRploop) als Antigen zur Herstellung des monoklonalen Antikorpers
ausgewahlt. Dann wurde die Nukleotidsequenz des GlyRploop tiber das pGEX-RB-GlyRB33¢.455
Expressionskonstrukt in Bakterien des Stammes E.coli BL21 DE3 eingebracht, und als GST-
Fusionsprotein in Bakterien exprimiert (sieche 2.5.2.). Transformierte Bakterien produzierten
bereits geringe Mengen des GST-GlyRploop-Proteins (40 kDa), was in der Proteinfirbung
des SDS-Gels (siehe 2.5.3.1.-2.) als leichte blaue Bande sichtbar wird (Abb. 1, Probe Trafo,
Pfeil). Oberhalb dieser Bande ist eine weitere Bande in der gleichen Spur zu sehen. Hierbei
konnte es sich um nicht aufgeloste Fusionsprotein-Dimere, oder aber auch um ein bakterielles

Chaperonprotein wie DnaK (ca. 80 kDa), handeln. Die Expression des eingebrachten Plasmids
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uberstieg die Expression endogener Bakterienproteine um ein Vielfaches. Daher wurde die
Farbung frithzeitig gestoppt, endogene Proteine wurden so im Bakterienlysat kaum sichtbar. Da
der pGEX-RB Expressionsvektor einen IPTG-induzierbaren Promotor tragt, lief sich durch die
Zugabe von IPTG die Expression des GST-GlyRploop anschalten und die Proteinproduktion
weiter erhohen. Die Proteinfarbung einer Probe induzierter Kulturen ist in Abb. 1, Spur IPTG
gezeigt. AnschliefSend wurde das GST-Fusionsprotein aus dem Lysat der geernteten Kulturen
durch Bindung an Glutathion-Beads aufgereinigt (siehe 2.5.2.). Die Auftrennung eines Aliquots
dieser Beads iiber ein SDS-Gel produzierte mehrere Proteinbanden (Abb. 1, Probe Beads). Bei
der obersten Bande handelt es sich um GST-GlyRploop-Protein, weitere Banden unterhalb sind
Degradationsprodukte dieses Fusionsproteins. Da alle diese leicht degradierten Proteine tiber
das N-terminal fusionierte GST aufgereinigt wurden (siehe 2.5.2.), kann man davon ausgehen,
dass bakterielle Enzyme vom C-Terminus her Teile des GlyRploop Peptids hydrolysieren. Um
durch gezielte enzymatische Behandlung GST vom restlichen Peptid abzuspalten, wurde die
Protease Thrombin zugegeben (siehe 2.5.2.4.). Die Auftrennnung eines Aliquots der Thrombin-

behandelten Beads ist in Abb. 1, Spur Spaltung gezeigt.

Beads [ Spaltung |GlyRBloop
>0kba GST-GIyRpB
-Gly

Al loop
36 kDa —

<+ GST
22 kDa — GIyRE

‘ y
« loop

Abb. 1: Expression und Aufreinigung des Antigen-Peptids. E.coli BL21 DE3 Bakterien wurden mittels Hitzeschock
mit dem Expressionsplasmid pGEX-GST-GlyR[3336.455 transfiziert. Eine Probe dieser Bakterien wurde abgenommen
und lysiert (Probe Trafo). Die Expression des rekombinanten Proteins wurde durch die Zugabe von 200 pM IPTG
induziert. Nach 16 h Inkubation bei 25°C wurden die Bakterien geerntet und lysiert (Probe IPTG). Rekombinantes
GST-Fusionsprotein wurde tber Glutathione-Sepharose Beads aus dem Lysat gereinigt (Probe Beads). Durch die
Inkubation dieser Beads mit der Protease Thrombin wurde das GlyRBloop Peptid von GST abgespalten (Probe
Spaltung) und aus der Suspension ausgewaschen, tiber Benzamidin gereinigt und gesammelt (Probe GlyRpBloop).
Alle Proben wurden tber SDS-PAGE aufgetrennt und Proteine mittels Coomassie Brilliant Blue-Farbung sichtbar
gemacht.

Ergebnisse | 63



Die GST-GlyRploop Bande verschwindet hier fast vollstandig. Stattdessen erscheinen eine
Bande des 120 Aminosaduren langen GlyRploop-Peptids (14 kDa) und eine dicke Bande des
GST-Proteins (26 kDa). Da das GST-Protein nach dem Thrombin-Verdau weiterhin an die
Beads gebunden bleibt, liefS sich das GlyRploop-Peptid nach Thrombin-Behandlung aus der
Sepharose-Saule eluieren. Ebenfalls in diesem Eluat enthaltenes Thrombin wurde tiber eine
weitere, mit Benzamidin beladene Saule entfernt (siehe 2.5.2.5.). So konnte reines GlyRfloop-
Peptid erhalten werden (Abb. 1, Spur GlyRploop). Zur Immunisierung von Mausen wurden ca.
35 mg aufgereinigtes GST-GlyRploop Fusionsprotein zu Synaptic Systems GmbH, Géttingen
geschickt. Dieses Konstrukt wurde fur die Injektion gewahlt, da es sich, im Gegensatz zum
reinen GlyRpBloop Peptid, leicht in grofSeren Mengen aufreinigen liefS. Auflerdem konnte das
Fusionsprotein ohne Detergenzien eluiert werden, was die Vertriaglichkeit bei Injektion in

Maiusen erheblich verbessert.

3.1.2. Untersuchung von Hybridoma-Mischklon-Uberstinden

In Zusammenarbeit mit Synaptic Systems (Gottingen) wurden drei Miusen je 100 pg
des Antigens injiziert. Diese Immunisierung erfolgte fir 17 Tage und wurde innerhalb dieses
Zeitraums jeden zweiten Tag wiederholt. Anschlieflend wurden Zellen aus Lymphknoten von
Kniebereich und Milz isoliert und mittels Polyethylenglykol (PEG) 1500 mit Ag8-Myeloma-
Zellen fusioniert. Nach der Fusion wurden die so immortalisierten Zellen mit Kulturmedium
verdiinnt und in 24 Loch-Schalen gegeben. Dies ergab ca. 360 Mischklon-Kulturen, von denen
jede aus 5 bis 10 Hybridoma-Klonen (Subklonen) bestand.

Die Kulturiiberstinde aller 360 Mischklone wurden uber einen Enzym-gekoppelten
Immunadsorptionstest (ELISA, siehe 2.5.4.3.) auf die Anwesenheit von Antikorpern getestet. 13
positive Klone wurden tiber weitere ELISA-Tests spezifisch auf die Bindung an GST-GlyRploop,
GST, FCS und GlyRploop getestet. Die Ergebnisse dieser Bindungstests sind tabellarisch in Abb.
2 A aufgefihrt. In der ersten Spalte der Tabelle sind die Identifikationsnummern der getesteten
Klone zusammengefasst. Bei den tibrigen Werte handelt es sich um Fluoreszenzintensititen,
welche hier als Mafs fiir gebundene Antikorper an das jeweils in der ersten Zeile aufgefiihrte
Substrat diente. So banden Antikorper der Klone 170 und 299 in diesem Versuch auffillig stark
an das GlyRploop-Peptid, jedoch nur mit durchschnittlichen Werten an das GST-GlyRloop-
Fusionsprotein. Die geringe Bindungsaktivitat von Antikorpern aus Klon 299 fiur GST und FCS
weist auf eine hohes MafS an spezifischer Bindung bei geringer Hintergrundaktivitit hin.

Zusatzlich wurde die Bindungsspezifitat der gebildeten Antikorper mittels Western Blot-
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Analysen untersucht. Hierzu wurden verschiedene Proteinlosungen tiber jeweils ein SDS-
Gel aufgetrennt, auf Nitrocellulose transferiert, und durch einen Mehrkammeraufsatz jede
Membran mit den 13 in den ELISA-Tests positiven Uberstinden inkubiert (Abb. 2, B1-4).
Antikorperbindungen konnten durch den Nachweis HRP-gekoppelter Sekundirantikorper
sichtbar gemacht werden. Die Uberstinde der Klone 14, 156, 188 und 347 reagierten im Blot
nur sehr schwach mit gereinigtem GST-GlyRBloop-Protein (Abb. 2 B1). Die Uberstinde der
Klone 126 und 156 wiesen wiederum eine hohe Kreuzreaktivitit mit gereinigtem GST Protein
auf (Abb. 2 B2). Fiir einen weiteren Versuch wurde das Antigen als GFP-Fusionsprotein
in HEK293T-Zellen exprimiert, und das geklarte Lysat der Kultur im Western Blot dem
Antikérpertest unterzogen (Abb. 2 B3). Lediglich 5 der 13 Uberstinde firbten das Antigen

unter diesen Bedingungen, wobei Klon 299 vermutlich eine Uberfirbung von 346 zeigt.

A # |Klon ID | GST-GlyRBloop| GST | FCS | GlyRBloop BZ

1| 14 0,595 0,225 [ 0,067 0,718
2| 31 0,739 0,196 | 0,242 | 0,309 _
3| 57 0,474 0,144 | 0,056 | 0,605 2
4| 67 0,911 0,148 | 0,052 | 0,070 -y -
5|1 73 0,736 0,306 | 0,063 | 0,060 . i
6| 98 0,630 0,127 | 0,075| 0,576 1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
71 126 1,093 0,387 | 0,127 | 0,180 - o
8| 156 0,864 0,354 | 0,092 | 0,140 9
9| 170 0,901 0,232 0,074| 1,687 =
10| 188 0,572 0,177 | 0,090 | 0,569 Z
11| 299 0,515 0,074 | 0,048 1,717 G
12| 346 0,090 0,176 | 0,037 | 0,048 o
13| 347 0,708 0,150 | 0,057 | 0,729 O

Y- -9

GlyRBloop

GST-GlyRBloop

W90

12345678910111213

11 12 13

Abb. 2: Nachweis von Antikérpern in Hybridoma-Mischklon-Uberstianden. (A) ELISA Screening der Antikorper
aus den Kulturuberstinden 13 verschiedener Hybridoma-Mischklone. Es wurde die Bindung der Antikorper an
GST-GlyRploop, GST, FCS und GlyRBloop bestimmt und als relative Floureszenzintensitaten angegeben. (B1-4)
Western Blots von gereinigtem GST-GlyRfloop (B1), GST (B2), Zelllysat von GFP-GlyRBloop exprimierenden
HEK293T-Kulturen (B3) und gereinigtem GlyRploop-Peptid, gemischt mit Zelllysat von NIH3T3-Kulturen (B4).
Der GlyRfloop ist das Substrat bakterieller Proteasen; daher sind in B1, B3 und B4 mehrere Banden, vermutlich
Degradationsprodukte, sichtbar. Die in (A) aufgefithrten Uberstinde wurden in aufsteigender Zahlenfolge von links
nach rechts auf die Blots aufgetragen. Gebundene Antikorper wurden tiber Chemolumineszenz sichtbar gemacht.
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In einem letzten Versuch wurde das aufgereinigte GlyRploop Peptid einem NIH3T3-
Zellkultur Lysat beigemischt und dieses Proteingemisch wiederum iiber Western Blot analysiert
(Abb. 2 B4). Allein die Uberstinde der Klone 170 und 299 firbten das Antigen unter
diesen Bedingungen an. Die Filme in Abb. 2 B3 und B4 wurden sehr lang exponiert, um zu
demonstrieren, dass es nicht zu Kreuzreaktivitaten mit endogenen Zellproteinen im Lysat kam.
Diese Versuche demonstrieren, dass von allen Uberstinden die der Mischklone 170 und 299
Antikorper enthielten, welche unter allen getesteten Bedingungen spezifisch mit dem GlyRploop

reagierten.

3.1.3. Inmuncytochemische Tests mit Hybridoma-Uberstinden

Nach den Versuchen zur Spezifitit der Antikorper in ELISA und Western Blot (siehe 3.1.2.)
wurden die Uberstinde auf transfizierten HEK293T-Zellen getestet. Diese Zelllinie exprimierten
endogen keine Glycinrezeptoren. Daher wurden HEK293T-Kulturen mit einem rekombinanten
GFP-GlyRp-Konstrukt, und zu Kontrollzwecken auch mit dem leeren GFP-Vektor, transfiziert,
fir 16 h inkubiert und anschliefSend fixiert. Dieses GlyRfB-Konstrukt enthalt die Sequenz der
gesamten Glycinrezeptor B-Untereinheit. Die B-Untereinheit ist ein integrales Membranprotein,
welches in HEK293T-Zellen das ER nicht verlassen kann (siehe 1.4.3.). Dadurch reichert sich
rekombinantes GFP-GlyRp-Protein in HEK293T-Zellen stark im ER an. Hier wurden die
Antikoérper-enthaltenden Uberstiande aller 13 Mischklone mit fixierten GFP-GlyRp- bzw. GFP-
exprimierenden HEK293T-Zellen inkubiert. Durch Folgeinkubation mit einem Fluoreszenz-
gekoppelten Sekundirantikorper gegen Maus IgG wurden gebundene Antikérper sichtbar
gemacht. Die Farbung durch Antikérper der Klone 170 und 299 (Abb. 3, roter Kanal) wies eine
deutliche Kolokalisation mit dem GFP-GlyRf-Fusionsprotein auf (Abb. 3, A1-3 und C1-3),
wiahrend mit Antikorpern der anderen Klone keine Kolokalisation beobachtet werden konnte
(Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz hierzu zeigten GFP-exprimierende Zellen kein deutliches
Antikorper-Signal (Abb. 3, B1-3 und D1-3). Somit konnte eine Kreuzreaktion der Antikorper
mit GFP-Protein weitgehend ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass von allen
getesteten Uberstinden allein die Antikorper der Mischklone 170 und 299 eine starke Bindung
an GFP-GIlyRf aufwiesen.
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Abb. 3: Immuncytochemische Untersuchung von Mischklon-Uberstinden. HEK293T-Zellen wurden mit einem
GFP-GIyRp- (A1-3, C1-3) bzw. einem GFP-Expressionsplasmid (B1-3, D1-3) transfiziert, nach 16 h fixiert und
mit Uberstinden der Klone 170 (A1-3, B1-3) oder 299 (C1-3, D1-3) gefirbt. Das GFP-Signal ist jeweils im griinen
Kanal (A1-D1), Antikorperfirbungen im roten Kanal (A2-D2) dargestellt. Eine Kolokalisation der Signale wird
in Uberlagerungsbildern als gelbe Firbung sichtbar (A3-D3). Die Antikérperfirbung der Klone 170 und 299
kolokalisieren mit GFP-GlyRp, jedoch nicht mit GFP. Maf$stabsbalken: 10 pm.

Die so identifizierten Antikorper stammen aus Zellkultur-Uberstinden von Hydridoma-
Mischklon-Kulturen. Eine Mischklon-Kultur besteht im Regelfall aus 5 - 10 verschiedenen
Subklonen, also klonalen Zellen mit identischem Erbgut. Um einen monoklonalen Antikorper zu
gewinnen, muss der Subklon isoliert werden, welcher die reaktiven Immunglobuline sezerniert.
Daher wurden die Zellen der Mischklone 170 und 299 mehrfach vereinzelt und erneut
kultiviert, um Uberstinde von Subklonen zu gewinnen, die einen einzigen Antikorper enthalten.
Diese Uberstinde wurden anschliefend in dem Immunfluoreszenz-Verfahren auf ihre Spezifitit
getestet. Hier wurden die Uberstinde von 12 verschiedenen monoklonalen Hybridoma-Kulturen
fiir Immunfiarbungen von HEK293T-Zellen benutzt. Keiner der Subklone aus der Vereinzelung

von Mischklon 170 produzierte Antikorper, die GFP-GlyRf spezifisch in diesen Zellen farbten
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(Daten nicht gezeigt). Aus der Vereinzelung der Mischklonkultur 299 hingegen wurden mehrere
Subklone isoliert, welche GlyRB-spezfische Antikorper sezernierten. Die beste Immunfiarbung
GFP-GlyRp exprimierender Zellen wurde mit dem Zellkulturtiberstand von Subklon 299 E7 B4
erzielt (Abb. 4). Daher wurde der Antikorper des Klons 299 E7 B4 fiir alle weiteren Versuche
in dieser Arbeit verwendet. Er wird im Folgenden auch als monoklonaler Antikorper aus Maus

gegen die Glycinrezeptor -Untereinheit, kurz mGlyRf, bezeichnet.

Overlay

Abb. 4: Immuncytochemischer Test von Subklon 299 E7 B4. HEK293T-Zellen wurden mit einem GFP-GIyRf3
Expressionsplasmid transfiziert (griiner Kanal), nach 16 h fixiert und mit Uberstinden des Klons 299 E7 B4
gefirbt (roter Kanal). Das Uberlagerungsbild zeigt eine starke Kolokalisation von Antikérpern und GFP-GlyRp
(gelbe Farbung in Overlay). MafSstabsbalken: 20 pm.

3.1.4. Farbungen endogener Glycinrezeptoren im Western Blot

Der Antikérper mGlyR wurde als nachstes auf die Fahigkeit tiberpriift, die f-Untereinheit
von endogenem Glycinrezeptor zu erkennen. Hierzu wurde endogenes Glycinrezeptor-Protein
aus Rattenhirn Uber Aminostrychnin-Agarose-Saulen aufgereinigt (siehe 2.5.2.3.). Aliquots
des derart gereinigten Rezeptors wurden tiber ein 7,5% Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und
auf eine PVDF-Membran ubertragen. Einzelne Spuren dieses Blots wurden ausgeschnitten
und mit unterschiedlichen Antikorperlésungen gegen Glycinrezeptoren inkubiert. Gebundene
Antikorper wurden tiber Peroxidase-gekoppelte Sekundarantikorper mittels Chemolumineszenz
sichtbar gemacht.

In Abb. 5 sind vier Streifen des Blots nach erfolgter Antikorperfirbung gezeigt. Die
Inkubation mit mGlyRp fiarbte eine Bande von ca. 58 kDa. Auf der gleichen Hohe ist auch in
der goat anti-GlyRp gefarbten Spur eine schwache Proteinbande zu beobachten. Die Antikorper
mAb4a und rabbit anti-GlyRal produzieren jeweils eine Doppelbande bei ca. 48-52 kDa sowie
oberhalb von 100 kDa. GlyRf Protein besitzt ein Molekulargewicht von 58 kDa, wohingegen

a-Untereinheiten Molekulargewichte von ca. 48 kDa aufweisen. Da der mGlyRfB-Antikorper
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eine einzelne Proteinbande bei 58 kDa farbt, kann geschlossen werden, dass er selektiv an
die B-Untereinheit endogener Glycinrezeptoren bindet. Antikorper gegen die a-Untereinheiten
erkennen Banden anderen Molekulargewichts. Es besteht also keine Kreuzreaktivitit von

mGlyRp mit a-Untereinheiten.

kDa Abb. 5: Western Blot von gereinigtem

Glycinrezeptor (GlyR). GlyR-Komplexe
wurden aus Riickenmark von Ratten
148 - _ aufgereinigt, iber SDS-PAGE aufgetrennt

und mittels Western Blot analysiert.
mGlyRp-Antikorper erkennt eine einzelne
Proteinbande von ca. 58kDa, ebenso
wie ein polyklonaler Antikorper aus
Ziege gegen die GlyRp-Untereinheit (gt
64 - a-GlyRp, Santa Cruz Biotech. Inc.). Der

- T < GlyRB monoklonale Antikérper mAb4a und
50 — - ein GlyRal- spezifischer polyklonaler
” < GlyRO- Antikorper aus Kaninchen (rb a-GlyRal)
binden bevorzugt Banden mit geringerem
36 — Molekulargewicht (48 - 52 kD) sowie
GlyR-Multimere > 100 kDa.

98

3.1.5. Identifikation der Antik6rper-Bindestelle von mGIlyRp

Zur Herstellung des Antikorpers wurden Mause mit der cytoplasmatischen Schleife der
GlyRfB-Untereinheit immunisiert. Das Epitop des neuen Antikorpers muss demnach innerhalb
dieser 120 AS langen Sequenz liegen. Um die Bindestelle genauer zu lokalisieren, wurden
verkiirzte GST-GlyRploop-Konstrukte in Bakterien exprimiert und die geklirten Lysate im
Western Blot auf die Bindung von mGIlyRp getestet. Das Ergebnis dieses Versuchs ist in Abb. 6
(oberer Bildteil) gezeigt. Hierbei wurde die Nummerierung der Aminosduren aus der Sequenz
des gesamten GlyRf tibernommen, wobei die cytoplasmatische Schleife von 120 AS den
Positionen 336 - 455 entspricht. Der neue mGlyRp-Antikorper bindet im Western Blot an das
40 kDa Konstrukt, welches die kompletten 120 AS enthalt (GST-GlyR;36.455), sowie an zwei
weitere Teilkonstrukte von 31 und 29 kDa, welche lediglich die ersten 35 bzw. 20 Aminosduren
des Immunisierungspeptids enthalten (GST-GlyRpP;;4.370 bzw. GST-GlyRB;34.355). Rekombinante
GST-Fusionen, denen die ersten 15 Aminosduren der Schleifensequenz (GST-GlyRPss.4s5),
oder die ersten 42 und die letzten 27 AS (GST-GlyR;,4.45¢) fehlen, wurden ebenso wie die
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Negativkontrolle (GST) nicht von mGlyRf erkannt. Im Anschluss an diese mGlyRp-Farbung
wurde die Membran stringent gewaschen (,,gestrippt®) und mit einem Peroxidase-gekoppelten
Antikorper gegen GST inkubiert. Diese Firbung diente als Ladekontrolle, um die aufgetragenen
GST- bzw. GST-Fusionsproteine sichtbar zu machen (Abb. 6, unterer Bildteil). Die Ergebnisse
belegen, dass die Bindungsstelle des mGlyRp Antikorpers innerhalb der ersten 20 Aminosauren

der grofSen Glycinrezeptorschleife liegt.
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Abb. 6: Western Blot zur Identifikation des
mGlyRp-Epitops. Verkiirzte Konstrukte des
GlyRploop wurden als GST-Fusionsprotein
in  E.coli exprimiert, die geklarten
Bakterienlysate tiber SDS-PAGE aufgetrennt
und mittels Western Blot auf mGlyRp-
Bindung uberpriift (oberer Bildteil). Die
gleiche Membran wurde nach Entfirbung
mit einem GST-spezifischen Antikorper
auf die Anwesenheit von Fusionsproteinen
uberpriift (unterer Bildteil). Das Epitop
liegt innerhalb der ersten 20 AS der groflen
cytoplasmatischen Glycinrezeptorschleife.
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27 —
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3.1.6. Hemmung der mGlyRB-Bindung durch ein Epitop-Peptid

Im vorausgegangenen Versuch (siehe 3.1.5.) wurde tiber die Detektion trunkierter GlyR-
Konstrukte gezeigt, dass die Bindestelle des mGlyRp-Antikorpers innerhalb der ersten 20 AS
des GlyRploop liegt. Dies wurde nun in einem Umkehr-Experiment bestitigt. Hierzu wurde
ein 20 AS langes Peptid synthetisiert, welches in seiner Sequenz exakt der des Epitops (NH.-
KRVEAEKARIAKAEQADGKG-COOH) entspricht. Zusatzlich wurde noch ein zweites Peptid der
gleichen GrofSe, bestehend aus den gleichen Aminosiuren, synthetisiert, dessen Sequenz jedoch
durch zufillige Anordnung der AS durcheinandergebracht (engl. scrambled) wurde. Die gesamte
Sequenz des Loops wurde als GST-GlyR[;;4.455 Fusionsprotein in Bakterien exprimiert, das
geklarte Lysat iiber SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Ein
Mehrkammeraufsatz ermoglichte die gleichzeitige Inkubation der Membran mit unterschiedlich

vorbehandelten mGlyRp-Antikorperlosungen. Vier Aliquots des verdiinnten Antikorpers wurden
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mit unterschiedlichen Konzetrationen des Epitop-Peptids (1000, 100, 10 und 1 pg/ml) fiir 1 h bei
RT vorinkubiert. Vier weitere Proben des Antikorpers wurden mit gleichen Konzentrationen des
Scrambled-Peptids vorbehandelt. Anschliefend wurden die vorbehandelten Antikorperlosungen
mit der Membran inkubiert und gebundene Antikorper tiber Chemolumineszenz detektiert. Des
weiteren wurden auch eine Positivkontrolle bestehend aus unbehandelter Antikorperlésung (+)
und eine mGlyR-freie Losung als Negativkontrolle (-) auf dem Blot getestet. Bereits die Zugabe
von 1 pg Epitop-Peptid / ml reduzierte die Antikorperbindung im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Ein Anstieg der Epitop-Peptid-Konzentration in den Losungen fiihrt zu einer weiteren
Reduktion der Bandenintensitdten auf der Membran (Abb. 7, oberer Bildteil, Spuren: Epitop
und +). Die Vorinkubation des Antikoérpers mit dem Scrambled-Peptid hatte keinen Einfluf§ auf
dessen Bindungseigenschaften im Western Blot (Abb. 7, oberer Bildteil, Spuren: Scrambled).

Durch Inkubation der Membran mit einem GST-spezifischen, Peroxidase-gekoppelten
Antikorper wurde das Fusionsprotein angefirbt. Dies machte die gleichmaflige Verteilung
des 40 kDa Proteins und dessen Degradationsprodukten (27-34 kDa) iiber den gesamten Blot
sichtbar (Abb. 7, unterer Bildteil). Das 20 AS lange Epitop-Peptid ist demnach ausreichend, um
die Bindestellen des mGlyRf Antikorpers abzusattigen und die Antigen-Erkennung im Western
Blot zu unterdriicken.

Epitop Scrambled

1 pg/ml
10 pg/ml
0.1Tmg/ml

1 mg/ml

kDa _
4041 »» LT E & %
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Abb. 7: Hemmung der mGlyRf Bindung durch Epitop-Peptid. GST-GlyRploop wurde in E.coli exprimiert, die
gekldrten Bakterienlysate iiber SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mittels eines Mehrkammeraufsatzes mit
Probenvon mGlyRf inkubiert. Diese wurden zuvor mit ansteigenden Mengen des Epitop-Peptids bzw, des Scrambled-
Peptids prainkubiert. mGlyRp erkennt eine Proteinbande von ca. 40 kDa und deren Degradationsprodukte (35-
27 kDaj; oberer Bildteil). Die Membran wurde nach Entfarbung mit einem GST-spezifischen Antikorper auf die
Anwesenheit von GST-GlyRploop tiberpriift (unterer Bildteil). Prainkubation des mGlyRp Antikorpers mit dem
Epitop-Peptid verhindert im Gegensatz zum Scrambled-Peptid die Bindung an den GlyRploop. Als Positivkontrolle
wurde unbehandelte Antikorperlosung (+), als Negativkonrolle eine Losung ohne Antikérper (-) eingesetzt.
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3.1.7. Spezifitat des mGlyRp Antikérpers in immuncytochemischen Experimenten

In den oben beschriebenen Experimenten band mGlyRf ausschliefSlich an die f-Untereinheit
von Glycinrezeptoren. Antikorper-Antigen-Bindungseigenschaften konnen jedoch je nach
Versuchsbedingungen variieren. Daher wurde in einem separaten Versuch die Untereinheiten-
Spezifitat des Antikorpers in Zellfarbungsversuchen erneut tiberpriift. HEK293T-Zellen wurden
zu diesem Zweck mit cDNA kodierend fiir die Glycinrezeptor-Untereinheiten a1, a2, a3, a4 und
transfiziert, nach 16 h fixiert und anschliefSend mit mGlyRff und mAb4a gefirbt. Die Bindung dieser
monoklonalen Antikorper wurde tiber Fluoreszenz-gekoppelte Sekundarantikorper nachgewiesen.
Fiir den monoklonalen Antikorper mAb4a ist bekannt, dass er in immuncytochemischen Versuchen
alle GlyR-Untereinheiten bindet (Becker et al., 1992; Heinze et al., 2007). Daher wurde er hier als

Kontrolle fiir die Expression von GlyR-Protein nach Transfektion verwendet.

D Untransfiziert

A GyReDNA| B

«"GlyRB cDNA C Untransfiziert
LN . 3

!

GlyRa3 cDNAJ |

GlyRa3 cDNAJ K  GlyRa4 cDNA

¢'] mGIyRpB

Abb. 8: mGlyRf bindet spezifisch an die 3-Untereinheit von Glycinrezeptoren in HEK293T-Zellen. HEK293T-
Zellen wurden mit gleichen Mengen GlyRp- (A,B) oder den verschiedenen GlyRa- (E-L) cDNAs transfiziert,
nach 16 h fixiert und mit mGIyRf- bzw. mAb4a-Antikorpern gefirbt. mGlyRp farbt nur Zellen, die GlyRp-
Untereinheiten exprimieren (A, C, E, G, I, K), wiahrend mAb4a alle exprimierten GlyR-Untereinheiten anfarbt (B,
F, H, J, L) MafSstabsbalken: 15 pm.
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In Abb. 8 sind die Ergebnisse der an transfizierten HEK293T-Zellen durchgefiihrten
Farbungen dargestellt. Exprimiertes GlyRp-Protein wird, wie bereits beschrieben, im ER
angereichert und ist dort mit mGlyRf3 und mAb4a detektierbar (Abb. 8 A und B). Im Gegensatz
hierzu sinkt das mGlyRp-Antikorper-Signal in Zellen, die GlyRa1-4 exprimieren (Abb. 8 E,
G, I, K), auf ein Hintergrundniveau, welches vergleichbar mit nicht-transfizierten Zellen (Abb.
8 C) ist. Die Anwesenheit von GlyR-Protein in den verschiedenen Zell-Chargen wurde durch
mAb4a-Fiarbung belegt (Abb. 8 B, F, H, ], L); mit untransfizierten Zellen produziert dieser
Antikorper kein signifikantes Signal (Abb. 8 D). Dies macht deutlich, dass es sich bei den gezeigten
mAb4a-Signalen um spezifische Bindung an GlyR-Protein handelt. Der neue Antikorper gegen
GlyRp bindet auch in transfizierten Zellen ausschliefSlich an die f-Untereinheit und ist somit

grundsatzlich geeignet fiir immuncytochemische Experimente.

3.1.8. Farbung von synaptisch lokalisiertem GlyRp in Neuronenkulturen

Im Hirnstamm und im Rickenmark finden sich die hochsten Konzentrationen von
Glycinrezeptoren. Fiarbungen synaptischer Proteine wie Gephyrin oder Glycinrezeptoren
zeigen in spinalen Neuronenkulturen ein vorwiegend punktformiges Verteilungsmuster entlang
von Dendriten; diese entsprechen einzelnen inhibitorischen Synapsen (Kirsch et al., 1993).
Mit dem mGlyRp-Antikorper konnte nun erstmals die Verteilung der GlyRB-Untereinheit
in Neuronen untersucht werden (Abb. 9 A). Hierzu wurden primire Neuronenkulturen aus
Rattenriickenmark 21 Tage kultiviert, fixiert und mit polyklonalen Antikorpern gegen VIAAT
(Abb. 16C, D) bzw. Gephyrin (Abb. 9 F, G) und mGlyRp gefarbt (Abb. 9 A, B, E, D, G). Das
Signal der GlyRp-Untereinheit war in diese Neuronen in punktférmigen Clustern von ca. 0,5
pm Durchmesser verteilt und zum grofsten Teil VIAAT-positiven Terminalien appositioniert
(Abb. 9 B-D). Die Doppelfarbung mit Gephyrin-Antikorpern zeigt eine starke Kolokalisation
von GlyRB-Immunreaktivitit mit Gephyrin (Abb. 9 E-G). Es ist nur wenig diffuse Farbung von
GlyRp in den Neuronen zu beobachten (Abb. 9 A). Vielmehr liegt GlyRp an VIAAT-positiven,
inhibitorischen Synapsen angereichert vor, wo er mit dem GlyR-Bindeprotein Gephyrin
kolokalisiert. Form und Verteilung des mGlyR[-Antikorpersignals sprechen demnach fiir eine

spezifische Farbung des endogenen Glycinrezeptors in primiren Riickenmarksneuronen.
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Abb. 9: Verteilung von GlyRp in kultivierten Riickenmarksneuronen. Der neue mGlyRp-Antikorper produziert
immunreaktive Punkte entlang von Dendriten (A). Doppelfairbungen mit VIAAT zeigten die Apposition von
mGlyRfB-Punkten an inhibitorische Prisynapsen (B-D). Mittels Antikorperfirbung detektiertes Gephyrin
kolokalisiert mit den Signalen des mGlyRp-Antikorpers (E-G). Pfeile zeigen Apposition bzw. Kolokalisation an.
Mafsstabsbalken: A= 15 pm; D, G= 3 pm.

3.1.9. Farbung der GlyRp-Untereinheit in Hirnschnitten

Als nidchstes wurde die Spezifitit des Antikoérpers in immunhistochemischen Fiarbungen von
Mausegehirn- und Riickenmarks-Kryoschnitten tiberpriift. In Abb. 10 A1 ist die mGlyRf Farbung
eines 14 pm dicken Sagitalschnitts durch das Riickenmark einer adulten Maus gezeigt. Der Antikorper
produzierte punktformige, iiber den Schnitt verteilte Signale. Die Punkte waren in ihrer GrofSe, Form
und Intensitat mit den Farbungen auf Neuronenkulturen vergleichbar. Um diese Signale nun auf
spezifische Bindung des Antikorpers an GlyRf Protein zurtickfuhren zu konnen, wurden fiir weitere
Farbungen die Antikorperlosungen mit je 0,1 mg/ml Epitop- oder Scrambled-Peptid prainkubiert, wie
unter 3.1.6. beschrieben. Die Zugabe des Scrambled-Peptids hatte keinen EinflufS auf Intensitat oder
Verteilung der mGlyRpB-Farbung (A3), verglichen zur unbehandelten Kontrolle (A1). Im Gegensatz
hierzu verhinderte die Prainkubation mit dem Epitop-Peptid jegliche Bindung des Antikorpers in
Riickenmarks-Schnitten (A2). Die bei der Antikorperfarbung entstehenden Signale sind also auf
spezifische Bindung an GlyRp-Protein zuriickzufiihren. Eine Wiederholung dieses Experiments mit

Hirnstamm-Kryoschnitten fithrte zum gleichen Ergebnis (Daten nicht gezeigt).
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In einem weiteren Versuch wurden sagittale Hirnschnitte von Mausen angefertigt, welche
GFP-Gephyrin transgen unter Kontrolle des Thyl-Promotors exprimieren (von S. Reddy-Alla
freundlicherweise zur Verfugung gestellt). Das Fluoreszenzsignal des rekombinanten GFP-
Gephyrin-Proteins diente als Marker fiir inhibitorische Synapsen. Da Gephyrin GlyRs tiber
GlyRp an der Synapse verankert (Meyer et al., 1995; Dumoulin et al., 2010), sollten alle GlyRf3-
Anreicherungen mit GFP-Gephyrin kolokalisieren. Hirnstamm-Kryoschnitte dieser transgenen
Mauslinie wurden mit mGlyRf gefarbt. Ein optischer Schnitt dieser Sektion ist in Abb. 10 B1-3
gezeigt. Wie erwartet weist GFP-Gephyrin in punktférmigen Clustern eine Kolokalisation mit
dem Signal der mGlyRp-Farbung auf. Dies ist ein klares Indiz fur die synaptische Lokalisation
von GlyRf und dessen ubiquitidre Bindung an Gephyrin im Hirnstamm. Um diesen Schluss zu
festigen, wurde endogenes Gephyrin in Hirnstamm-Kyoschnitten von WT-Mausen mittels eines
polyklonalen Kaninchen-Antikorpers zusammen mit GlyRf gefarbt. In optischen Schnitten dieser
Farbung (Abb. 10 C1-3) zeigte sich ein dhnliches Protein-Verteilungsmuster wie in Geweben
transgener Maduse. GlyRf kolokalisierte in punktférmigen Clustern mit endogenem Gephyrin.
Auflerdem wurde noch eine Doppelfarbung vergleichbarer Schnitte mit mGlyRf und einem
polyklonalen Antikorper gegen VIAAT durchgefiihrt. Unter 3.1.8 wurde bereits gezeigt, dass dieser
Transporter in Neuronenkulturen appositioniert zu mGlyRp Punkten vorliegt. Daher wurden von
den histologischen Schnitten keine konfokalen Einzelschnitte, sondern kollabierte Stapel optischer
Sektionen aufgenommen (Abb. 10 D1-3). Auf diesen Bildern wird deutlich, dass der grofste Teil
von mGlyRp-Punkten mit dem VIAAT-Signal tiberlagert vorliegt. Der neue Antikorper produziert
demnach auch in histochemischen Versuchen an Gewebsschnitten spezifische Farbungen der
B-Untereinheit von Glycinrezeptoren. Die Hirnstammschnitte von Mausen belegen tiberdies, dass

GlyRp an der inhibitorischen Postsynapse lokalisiert und mit Gephyrin geclustert ist.
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Abb. 10: Spezifische GlyRp-Immunfarbungen von Riickenmark- und Hirnstamm-Kryoschnitten aus Mausen.
Priainkubation des mGlyRf Antikorpers mit der Epitop-Peptidsequenz, aber nicht dem Scrambled-Peptid
verhinderte jegliche Immunfiarbung (A1-3). In Schnitten aus dem Hirnstamm einer GFP-Gephyrin exprimierenden
Mauslinie kolokalisiert die mGlyRp-Farbung mit GFP-Gephyrin (B1-3). Im Hirnstamm von WT-Maiusen
produzierte die Doppelfirbung mit mGlyRf und einem polyklonalen Gephyrin-spezifischen Antikorper aus
Kaninchen eine vergleichbare Anzahl kolokalisierender Cluster (C1-3). Kofarbungen von VIAAT und mGlyRf
zeigten, dass die grofle Mehrheit der mGlyRf3 Signale gegeniiber inhibitorischen Prasynapsen lokalisiert ist (D1-3).
MafSstabsbalken: 10 pm.
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3.1.10. Verteilung der GlyRB-Untereinheit im Mausgehirn

Inspektion von Sagittalschnitten des Mausgehirns nach mGlyRp-Farbung ergab, dass sich
die Fluoreszenzsignale zwischen den unterschiedlichen Hirnregionen in Form und Verteilung
stark unterschieden. Reprisentative Bilder von verschiedenen Regionen eines sagittalen

Hirnschnitts sind in Abb. 11 gezeigt.

Hirhstamm: - ‘.s ‘ . Mittelhirn C = Bulbusolfactorius

D  Cerebellum E Cortex Hippocampus CA1

Abb. 11: Verteilung von GlyR 3 im Mausgehirn. Gezeigt sind kollabierte Stapel optischer Sektionen aus Kryoschnitten
von Mausgehirn, die mit dem mGlyRp-Antikorper gefirbt wurden. Die jeweils dargestellte Hirnregion ist
angegeben. Sowohl die Intensitit als auch die Form des Antikorpersignals (diffus bis punktformig) unterscheiden
sich deutlich in den verschiedenen Regionen. MafSstabsbalken: 10 pm.

Im Hirnstamm ist die GlyRp-Immunreaktivitat in kraftig gefarbten Punkten konzentriert
(Abb. 11 A). Im Mittelhirn hingegen ist das Antikorpersignal deutlich schwacher (Abb. 11
B). Gefarbte Punkte besitzen hier geringere Intensitit und sind weniger dicht verteilt als im
Hirnstamm. Im Bulbus olfactorius ist das Signal hauptsichlich diffus verteilt und es sind nur
vereinzelt Punkte zu erkennen, welche sich aufgrund des starken diffusen Signals jedoch nur
schwer ausmachen lassen (Abb. 11 C). Einige deutlich immunreaktive Punkte sind im Cerebellum

uber der nur leicht diffusen Hintergrundfarbung gut zu erkennen (Abb. 11 D), wihrend im
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Cortex (Abb. 11 E) nur ein minimales und im Hippocampus (Abb. 11 F) nur ein schwach

diffuses Signal gefunden wurden, jedoch keine synaptischen Punkte sichtbar waren.

3.2. Immunhistochemische Untersuchungen an der Mausretina

Die Retina ist ein besonders gut untersuchter Teil des Zentralnervensystems, in welchem,
wie im Gehirn, GABA und Glycin die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter sind.
Glycinrezeptoren sind in der inneren plexiformen Schicht (IPL') stark angereichert (Pow und
Hendrickson, 1999). Die Verteilung von GlyRp innerhalb der Retina, und insbesondere der IPL,

wurde in dieser Arbeit erstmals mittels Antikorperfarbung untersucht.

3.2.1. Lokalisation von GIlyRp in der Retina von Mausen

Um erste Erkenntnisse tiber die Anwesenheit und Verteilung von GlyRp zu erhalten,
wurden Kryoschnitte von Retina aus WT-Miusen mittels Antikorperfarbungen untersucht. In
Abb. 12A ist ein Querschnitt durch WT-Mausretina gezeigt, der mit dem mGlyRp-Antikorper
gefarbt wurde. Die GlyRp-Immunreaktivitit ist, ahnlich wie in Hirnschnitten, in punktférmigen
Strukturen lokalisiert. Die hochste Dichte immunpositiver Punkte ist in der IPL zu beobachten,
wobei sie von Stratum 1 hin zu Stratum § geringer wird. Vereinzelt sind auch punktférmige
GlyRf-Signale in der dufSeren plexiformen Schicht (OPL?) und auch auf Amakrinzellkorpern in
der proximalen inneren Zellkorperschicht (INL?) erkennbar (A; Pfeile). Vom Antikorper mAb4a
ist bekannt, dass er in immunhistochemischen Farbungen an alle Glycinrezeptor-Untereinheiten
(GlyRa1-4, B) bindet (Kirsch et al., 1993, Heinze et al., 2007).VergrofSerte Abbildungen zeigen,
dass das Verteilungsmuster von GlyRf vergleichbar mit Farbungen durch mAb4a ist (Abb. 12
B, C). Dies lasst vermuten, dass die meisten oder alle GlyRs in der Retina die -Untereinheit

enthalten.
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Abb. 12: Immunfirbung von GlyRf in der Mausretina. Gezeigt sind Kryoschnitte von Mausretina. Definierte
anatomischen Schichten sind am linken Bildrand angegeben (OS: duflere Photorezeptorsegmente; IS: innere
Photorezeptorsegmente; ONL: auflere Zellkorperschicht; OPL: auflere plexiforme Schicht; INL: innere
Zellkorperschicht; IPL: innere plexiforme Schicht; GCL: Ganglion-Zellschicht). Ubersichtsaufnahme der GlyRp-
gefiarbten Mausretina (A). Einzelne GlyRf Signale auflerhalb der IPL sind mit Pfeilen markiert. VergrofSerungen
der IPL aus Mausretina, gefirbt mit mAb4a (B) oder mGlyRf (C). MafSstabsbalken: 20 pm.
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3.2.2. Kolokalisation von GlyRB mit Gephyrin

Um zu uberprifen, ob das punktférmig angereicherte GlyRB-Protein an inhibitorischen
Postsynapsen lokalisiert und hier tiber Gephyrin geclustert ist, wurden Retinaschnitte einer
Doppelfarbung mit mGlyRp und polyklonalen Antikorpern gegen Gephyrin unterzogen. In
Abb. 13 A, B und C ist die IPL nach Immunfarbung gezeigt. Die markierten Bereiche sind in
Abb. 13 D, E und F vergrofSert gezeigt. Fast alle GlyRB-Cluster kolokalisieren mit Gephyrin
(97,3% +3,1%, n=3). Des weiteren wird deutlich, dass das Gephyrinsignal in der IPL eine
hohere Dichte aufweist als GlyRp. Viele GlyRp Punkte sind mit Gephyrinsignalen tiberlagert. Es
sind etliche weitere Gephyrinpunkte zu erkennen, die nicht mit GlyRp-Signal zusammenfallen.
Diese entsprechen wahrscheinlich GABAergen Synapsen (Haverkamp & Wassle, 2000; Fischer
et al., 2000).

G. Overlay
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Abb. 13: GlyR}p ist in der IPL mit Gephyrin kolokalisiert. Mausretina wurde mit mGlyRf und einem polyklonalen
Gephyrin-Antikorper doppelgefarbt (A-F). Die in A-C markierten Bereiche sind in D-F vergroflert dargestellt.
Kolokalsationen sind in Uberlagerungsbildern durch gelbe Firbung zu erkennen und exemplarisch mit gefiillten
Pfeilen gekennzeichnet; nicht-kolokalisierende Gephyrin-Punkte sind mit hohlen Pfeilen markiert (D-F).
Maf3stabsbalken: 15 pm.

3.2.3. Kolokalisation von GlyRa- und B-Untereinheiten

Im nichsten Analyseschritt wurde untersucht, inwiefern die verschiedenen Glycinrezeptor
a-Untereinheiten an der Synapse mit GlyRp kolokalisieren. Durch Doppelfarbungen von a- und
B-Untereinheiten wurde zum einen tiberpriift, ob alle GlyRa-Untereinheiten mit GlyRp-Signal

uberlagern, und zum anderen die Spezifitit der mGlyRp-Farbung bestitigt.
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In Abb. 14 A-D sind Fluoreszenzaufnahmen der IPL nach Fiarbung mit diversen GlyR-
Antikorpern gezeigt. Hier markierte Bereiche sind in Abb. 14 A2-4, B2-4, C2-4 und D2-4
vergrofsert dargestellt. GlyRa-Untereinheiten sind punktférmig in der IPL angereichert. Wie
bereits frither beschrieben ist das Verteilungsmuster der verschiedenen GlyR-Untereinheiten
(a1-3) in der Retina Isoform-spezifisch (Sassoé-Pognetto et al., 1994; Haverkamp et al., 2003,
2004; Heinze et al., 2007). So wurden GlyRa1 und a3 vorwiegend in Stratum 1 und 2 der IPL
nachgewiesen. Signale des GlyRa2-spezifischen Antikorpers zeigten sich punktformig tiber alle
Strata hinweg verteilt, wihrend die 04-Isoform zwischen Stratum 3 und 4 stark angereichert ist.
Hier wurde fiir jede Farbung der Anteil an GlyRa-Punkten bestimmt, welcher mit GlyR3-Signal
iiberlagerte. Eine Ubersicht der Ergebnisse dieser Quantifizierung ist in Abb. 14 E gezeigt. Fiir
die Glycinrezeptor-Untereinheiten a1-3 wurde gefunden, dass sie nahezu vollstandig mit GlyRf3
kolokalisieren (a1/$=91,6 = 0,3%; a2/p=98,6 + 0,7%; a3/p=98,0 + 0,4%).

Im Gegensatz hierzu fiel bei der Analyse der Kofiarbung von GlyRp und GlyRa4 auf, dass
die GlyRo4-immunreaktiven Punkte hiufig nicht mit GlyRp zusammenfallen. Es tiberlagerten
lediglich 63,0 = 7,8 % der GlyRa4-Cluster mit GlyRp. Bei weiterer Analyse der Praparate wurde
festgestellt, dass dieser Befund besonders fiir ein stark gefiarbtes Band aus GlyRo4-Punkten
zwischen Stratum 3 und 4 gilt. Der Anteil von GlyRa4, welcher mit GlyRf kolokalisierte, war
in diesem Bereich auf 46,0 + 8,3% reduziert, wiahrend er fir die IPL ausserhalb diese Region
bei 82,0 = 6,0% lag. Um die Kolokalisation der anderen GlyRa-Untereinheiten mit GlyRf3
in diesem Bereich der Retina zu uiberpriifen, wurden fiir alle Farbungen die Kolokalisationen
speziell in Stratum 3 und 4 erneut ausgezahlt und statistisch ausgewertet. Das Ergebnis dieser
Quantifizierung ist ebenfalls in Abb. 14 E dargestellt (hell-graue Saulen), jedoch war fiir die
Firbungen von GlyRal, a2 und a3 die Uberlagerungsrate auch in diesem Bereich unverindert
hoch (90,6 = 3,6%; 98,2 + 1,6% und 97,2 + 4,8%). Um die Betridge der Kolokalisationen
generell besser bewerten zu konnen wurde eine weitere Kontrollzihlung mit invertierten
Uberlagerungsbildern vorgenommen. Die so erzielten Zufallswerte lagen fiir alle Untereinheiten
zwischen 7% und 17% und sind in Abb. 14 E fiir jedes Experiment angegeben (gestreifte
Sdulen). Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass im Gegensatz zu den GlyRal-, a2-
und a3-Clustern, die stets mit GlyRp kolokalisieren, GlyRa4 in den Strata 3 und 4 nur eine

beschrankte (<50%) Kolokalisation mit der B-Untereinheit zeigt.
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Abb. 14: Kolokalisation von Glycinrezeptor-Untereinheiten in der IPL der Mausretina. Kryoschnitte wurden
mit mGlyRp und je einem polyklonalen Antikorper gegen GlyRal-4 doppelgefiarbt (A-D). Markierte Bereiche
in A1, B1, C1 und D1 sind in Einzelkanal und Overlay-Darstellung vergrofSert gezeigt (A2-4; B2-4; C2-4; D2-4).
Maf3stabsbalken: 15 pm. Die Anteile der GlyRa-Punkte, die mit GlyRp-Signal iiberlagern, wurden fuir die gesamte
und fiir Teilbereiche der IPL ausgezahlt und sind in % angegeben (E). Gestreifte Sdulen geben die gefundene
zufillige Uberlagerungsrate an. Verglichen mit GlyRa1-3 iiberlagern GlyRa4-Punkte in Stratum 3/4 der IPL weit
weniger mit GlyRp. **:p<0,01
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3.2.4. Kolokalisation von Gephyrin und GlyRa1-4 in der Retina

Aus der reduzierten Koloalisation von GlyRf und GlyRa4 (siehe 3.2.3.) ergab sich die Frage,
ob GlyRa4 immer synaptisch lokalisiert ist. Deshalb wurde untersucht, ob sich die Kolokalisation
mit Gephyrin in der Retina zwischen den verschiedenen GlyRa-Isoformen unterscheidet. Dazu
wurde durch weitere immunhistochemische Doppelfarbungen die Verteilung von Gephyrin in
der IPL und seine Kolokalisation mit den einzelnen GlyRa-Isoformen bestimmt (Abb. 15 A-D).
In Abb. 15 A1, B1, C1 und D1 ist jeweils die gesamte IPL gezeigt. Hier markierte Bereiche
sind in Abb. 15 A2-4, B2-4, C2-4 und D2-4 vergrofSert dargestellt. Wie durch die Bilder und
die Quantifizierung (Abb. 15 E) deutlich wird, sind durchschnittlich 80 = 11% aller gefarbten
GlyRa-Punkte mit Gephyrin-positiven Punkten uberlagert. Es gibt jedoch Unterschiede in
den Kolokalisationsraten der jeweiligen GlyRa-Isoformen mit Gephyrin. Zudem wurden
auch unterschiedliche Kolokalisationsraten innerhalb der IPL beobachtet. So war in den
distalen Strata 1 und 2 ein geringerer Anteil von GlyRal-Punkten mit Gephyrin kolokalisiert.
Kolokalisationswerte, die fiir die gesamte IPL errechnet wurde, lagen mit 81,2 = 18,9% etwas
niedriger als die gesondert quantifizierten Werte fur die weiter proximal gelegenen Strata 3 und
4 (89,3 +9,6%).

Die GlyR-Isoformen a2 und a3 wiesen eine ahnlich hohe Kolokalisation mit dem Gephyrin-
Signal auf (02: 91,6 = 7,2%; a3: 81,9 = 3,9%). Fir GlyRo4 war der Anteil von Gephyrin-
Uberlagerungen iiber die gesamte IPL deutlich geringer (64,4 + 6,0%). Bei der Betrachtung
der Fluoreszenzaufnahme der IPL in Abb. 15 D1 faillt auf, dass besonders die Bereiche hoher
04-Punktdichte in Stratum 3 und 4 nur zu einem geringen Teil mit Gephyrin kolokalisieren.
Eine gezielte Quantifizierung dieses Bereichs der IPL bestatigte diesen Eindruck und ergab
hier eine geringe Kolokalisation von nur 49,4 = 7,7%. In den ubrigen Bereichen der IPL war
die Uberlagerungsrate demgegeniiber stark erhéht und mit 85,9 = 6,0% auf einem Niveau
vergleichbar mit GlyRa2 und a3. Die Aussagekraft dieser Werte wurde durch die Bestimmung
von zufilligen Kolokalisationen jedes Bildes (siehe auch 3.2.3.) in den beschriebenen Regionen
bestitigt. Die bestimmten Zufallswerte lagen fur alle Experimente zwischen 12 und 19% (Abb.
15 E, gestreifte Sdulen). Diese Betrage sind geringer als die gemessenen Unterschiede in den
Kolokalisationsraten. Wir schliessen aus diesen Ergebnissen, dass GlyRa4 in der Tat in Strata 3

und 4 der IPL zu etwa 50% nicht tiber Gephyrin geclustert ist.
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Abb.15:Doppelfirbungvon Gephyrinund GlyRa1-4inderIPL der Mausretina. KryoschnittewurdenmitmAb7agegen
Gephyrinundjeeinempolyklonalen Antikorpergegeneineder GlyRa-Untereinheitengefiarbt(A-D). Markierte Bereiche
inA1,B1,ClundD1sindvergrofsertdargestellt(A2-4;B2-4;C2-4;D2-4). Die Anteileder GlyRa-Punkte,diemit Gephyrin-
Immunreaktivitit berlagern, wurden fur die gesamte IPL und fur Teilbereiche der IPL bestimmt (E). Gestreifte
Siulen geben den Betrag der gefundenen zufilligen Uberlagerunsrate an. Verglichen mit GlyRa1-3 iiberlagern
GlyRo4-Punkte in Stratum 3/4 der IPL signifikant weniger mit Gephyrin. Maf$stabsbalken: 15 pm. **:p<0,01;

*%%:p<0,001
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3.2.5. Spezifitat der GlyRa4-Farbung in Stratum 3/4 der IPL von Maus-Retina

Aus der Beobachtung, dass GlyRa4 in der Retina nur teilweise mit Gephyrin und GlyRf{
kolokalisierte, resultierte zum einen die Frage, ob der verwendete GlyRa4-Antikorpers hier
spezifische Signale liefert. Zum anderen war unklar, ob die punktférmig geclusterten GlyRo4-
Signale synaptisch lokalisiert sind. Deshalb wurde in einem weiteren immunhistochemischen

Experiment tiberpriift, ob das mit dem polyklonalen GlyRa4-Antikorper in Stratum 3/4 gefarbte

Protein auch durch mAb4a erkannt wird.

Abb. 16: GlyRo4 kolokalisiert in Stratum 3/4 der IPL mit mAb4a. Kryoschnitte wurden mit mAb4a (griiner
Kanal)und einem polyklonalen Antikorper gegen GlyRo4 (roter Kanal) doppelgefiarbt (A-C). Einige tiberlagernde
Antikorpersignale sind durch Pfeile gekennzeichnet. MafSstabsbalken: 5 pm.

Die Doppelfirbungen der Retina mit GlyRa4 und mAb4a wurde durch konfokale
Mikroskopie aufgenommen und Kolokalisationsraten innerhalb der IPL in einzelnen optischen
Schnitten ausgewertet. Das Ergebnis bestatigt die Spezifitit des polyklonalen Antikorpers
gegen die GlyRa4-Untereinheit, da der Glycinrezeptor-bindende mAb4a zu hohem Anteil mit
diesem tiberlagert (74 = 9%). Es wurden keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Strata
beobachtet. Wie in Abb. 16 zu erkennen ist, sind viele der a4-immunreaktiven Punkte nur
schwach mit dem als Referenz fiir Glycinrezeptoren verwendeten Antikorper mAb4a gefarbt
(Pfeile). Daher wird dieses Ergebnis als Hinweis gewertet, dass es sich bei den Farbungen von
GlyRa4 in Stratum 3 und 4 der IPL um eben diese Glycinrezeptor-Untereinheit, und nicht um

eine unspezifische Bindung des Antikorpers handelt.

3.2.6. Subzellulare Lokalisation von GlyRa4 in Stratum 3/4 der IPL
Umweitere Hinweise zuerhalten, obessich hierumsynaptisches Protein oder extrasynaptische
Molekiile handelt, wurde eine Bestimmung der genauen subzellularen Lokalisation des GlyRo4-

Signals durchgefiihrt. Hierzu wurde GlyRo4 mit dem prasynapischen Marker-Protein Bassoon
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doppelgefarbt. In Doppelfarbungen dieses Cytomatrixproteins mit GlyRa4 wurde tiberpriift,
ob diese GlyR-Isoform an Synapsen angereichert sind. In Abb. 17 A ist eine derartige Farbung
der IPL gezeigt. Bei den Bildern handelt es sich um mehrere optische Schnitte, welche in z-Ebene
hintereinander aufgenommen wurden. Bassoon-Immunreaktivitit war punktformig tber die
gesamte IPL verteilt. In der Vergrofserung wird deutlich, dass ein hoher Anteil von GlyRa4-Signal
vollkommen oder teilweise mit Bassoon uberlagert. Die Quantifizierung der Kolokalisationen
(Abb. 17 B) zeigte, dass 89 = 3% aller GlyRa4-positiven Synapsen mit Bassoon zusammenfallen.
Speziell in Stratum 3 und 4 wurde ein kaum hiervon abweichender Uberlagerungswert von
90 = 3% gemessen. Somit kann die Lokalisation von GlyRa4-Protein als synaptisch bewertet
werden. Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen der Appositionsrate von Basoon
und GlyRa4 in den Strata 3 und 4, welche reduzierte GlyRp- und Gephyrin-Immunreaktivitat

zeigten, und der Appositionsrate von Bassoon und GlyRa4 aufSerhalb dieser Strata.

A GlyRa4 B Bassoon C Overlay .

[

Abb. 17: Doppelfarbung von Bassoon und GlyRo4 in der Mausretina. Kryoschnitte wurden mit Antikorpern
gegen GlyRo4 und Bassoon gefirbt. Ubersichtsaufnahmen der IPL dieser Schnitte sind in A, B und C gezeigt.
markierte Bereiche innerhalb der IPL sind in D, E und F vergrofert dargestellt. MafSstabsbalken: 15 pm.

Zusammenfassend konnte also gezeigt werden, dass GlyRa4-Untereinheiten in einem
prominenten Band zwischen Stratum 3 und 4 der IPL zu 54% nicht mit GlyRf komplexiert
vorliegen. Des weiteren weisen Doppelfarbungen mit dem Gephyrin-spezifischen Antikorper
mAb7a ein dhnliches Uberlagerungsmuster beziiglich GlyRa4 auf. Das bedeutet, dass 51% der

punktformigen GlyRa4-Signale von Stratum 3 und 4 nicht mit mAb7a-Fluoreszenz iiberlagerte.
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3.3. Untersuchungen zur Regulation postsynaptischer Gephyrincluster
durch Phosphorylierung

Neue pharmakologische Untersuchungen ergaben, dass es zu einem Verlust von synaptischen
Gephyrinclustern in kultivierten Neuronen kommt, wenn die Proteinphosphatasen 1 (PP1)
oder 2a (PP2a) inhibiert werden (Bausen et al., 2010). Sowohl bei PP1 als auch bei PP2a
handelt es sich um Serin-/Threonin-Phosphatasen, was im Einklang mit fritheren Befunden
steht, dass Gephyrin an diesen Aminosdureresten phosphoryliert werden kann (Langosch et
al., 1992). Dies ldsst vermuten, dass die genannten Phosphatasen vorhandene Phosphoserin-
und der Phosphothreoninreste von Gephyrin hydrolysieren und dies einen Einfluss auf die
Assemblierung von Gephyrin zu h6hermolekularen Komplexen hat. Die Proteinphosphatasen 1
und -2a konnten demnach direkt an der Regulation postsynapischer Gephyrincluster und somit

der Effizienz inhibitorischer Synapsen im Zentralnervensystem beteiligt sein.

3.3.1. Ermittlung potentieller Phosphorylierungsstellen von Gephyrin

Zunichst wurden potentielle Phosphorylierungsstellen von Gephyrin durch Sequenzanalyse
identifiziert. Hierzu wurde das Programm SCANSITE benutzt, eine spezielle Software
des Massachusetts Institute of Technology (www.scansite.mit.edu), welche eingegebene
Proteinsequenzen mit Datenbanken bekannter Sequenzen um Phosphorylierungsstellen
abgleicht und als Ergebnis Konsensussequenzen ausgibt (Obenauer et al., 2003). Das Ergebnis
der Scansite-Suche ist in Abb. 18 dargestellt. Zwei Serine an den Positionen 188 bzw. 194 der

Gephyrin-Proteinsequenz wurden als wahrscheinliche Phosphorylierungsstellen gefunden.
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Abb. 18: Ermittlung potentieller Phosphorylierungsstellen iiber SCANSITE (www.scansite.mit.edu). Die
Aminosduren S188 und S194 werden als wahrscheinliche Ziele von Serin-/Threonin-Kinasen angegeben. Die
Oberflichen-Zuginglichkeit des Proteins fiir Bindeproteine wie Kinasen wurde fiir diese Stellen als hoch errechnet
(unterer Bildteil).
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Fur beide Aminosdurepositionen ist durch massenspektrometrische Analysen gezeigt
worden, dass sie sowohl in Maus als auch im Menschen in vivo phosphoryliert werden (Gnad

et al., 2007).

3.3.2. Expression von GFP-Gephyrin-Phosphorylierungsmutanten in HEK293T-Zellen

Um festzustellen, ob die Phosphorylierung von Serin 188 und 194 wichtig fiir die Gephyrin-
Aggregation oder -Bindung an Cytoskelett-assoziierte Interaktionspartner ist, wurden
Punktmutationen in die Gephyrin-cDNA eingebracht, welche die Phosphorylierung dieser Reste
verhindern. Dies wurde durch den Austausch der Serin-Kodons durch Alanin-Tripletts erzielt.
Als Positivkontrolle werden Mutanten hergestellt, bei denen die gleichen Positionen fiir Glutamat
kodieren. Glutamat tragt eine starke negative Landung, welche die Ladungseigenschaften
phosphorylierter Aminosduren imitiert.

Die Punktmutationen wurden in ein vorhandenes pEGFP-Gephyrin-Plasmid eingefiihrt
(sieche 2.2.9.2.). In einem negativen Konstrukt, welches nicht phosphoryliert werden kann,
wurden die Serine 188 und 194 durch Alanine ausgetauscht (GFP-Gephyrin,,). In einem
weiteren Konstrukt wurden die gleichen Serine zu Glutamat mutiert, um die negative Ladung
von Phosphorylierungen dauerhaft zu imitieren (GFP-Gephyringg). AnschliefSend wurde getestet,
wie sich diese Gephyrin-Mutanten im Cytoplasma verteilen, wenn sie in Sdugerzellen exprimiert
werden. Da Gephyrin mit mehreren Proteinen interagiert, die es mit dem Zytoskelett der Zelle
verbinden, wie das Aktin-bindende Vasolidator-Stimulated Phosphoprotein (VASP) oder das
Microtubuli-bindende Motorprotein Dynein Light Chain-1 (DLC-1), wurde untersucht, ob
die eingebrachten Mutationen die Interaktion mit diesen Proteinen beeinflussen. Uber ein
»Blob-Assay“ (sieche 1.5.3.) wurde uberpriuft, ob die Gephyrin-Mutanten ein verdandertes
Aggregationsverhalten aufweisen, und ob DLC-1 und VASP mit den Selben interagieren und

sich in Blobs anreichern.
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Abb. 19: Blob-Assay in HEK293T-Zellen. GFP-Gephyrinyr (1 A,B), GFP-Gehyriny, (2 A,B) und GFP-Gephyring
(3 A,B) wurden in HEK293T-Zellen fur 7 h exprimiert und diese anschliefSend fixiert. Die Expression aller GFP-
Gephyrin-Konstrukte fithrte zur Entstehung von Blobs (griiner Kanal, weifle Pfeile). (1 A, 2 A, 3 A) myc-DLC-1-
c¢DNA wurde koexprimiert und das myc-Epitop mit Antikérpern gefarbt (roter Kanal). myc-DLC-1 ist deutlich mit
den Gephyrin-Blobs kolokalisiert (Overlay). (1 B, 2 B, 3 B) Antikorper-Farbungen von endogenem VASP zeigen
eine Anreicherung des Proteins in Gephyrin Blobs von WT und mutierten Konstrukten (roter Kanal und Overlay);
Messbalken: 10 pm.

In den in Abb. 19 gezeigten Versuchen konnten keine Veranderungen der Oligomerisations-

Eigenschaften von Gephyrin durch die Einfitlhrung der oben genannten Punktmutationen
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gefunden werden. Die starke Expression der Gephyin-Konstrukte unter Kontrolle eines
CMV-Promotors fiihrte zur Entstehung von Blobs, unabhingig von Anwesenheit und Art
der eingefiihrten Substitutionen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die modifizierten
Gephyrin-Konstrukte, genauso wie das Wildtyp-Protein, DLC-1 und VASP in cytoplasmatische
Blobs rekrutieren (siche Abb. 19 und Daten nicht gezeigt). Zusammenfassend konnte kein
Einfluss der eingebrachten Mutationen auf die Aggrgation von Gephyrin in HEK293T-Zellen

und dessen Interaktion mit DLC-1 oder VASP nachgewiesen werden.

3.3.3. Synaptische Lokalisation von GFP-Gephyrin-Phosphorylierungsmutanten in
hippocampalen Neuronen

Pharmakologische Studien zur Inhibition von Phosphatasen hatten einen Verlust von
Gephyrin an inhibitorischen Synapsen und eine Anreicherung des Proteins im Cytoplasma von
Neuronen ergeben (Bausen et al., 2010). Die unter 3.3.2. beschriebenen Versuche zur Expression
von Gephyrin-Konstrukten in HEK293T-Zellen ergaben keine Hinweise auf einen Einfluss von
Phosphorylierungen an den Aminosauren S188 und $194 auf die subzellulare Lokalisation von
Gephyrin. Diese Untersuchungen in HEK293T-Zellen erlauben jedoch keine Aussagen tiber das
Verhalten der Mutanten-Proteine im nativen Gewebe. Um der iz vivo Situation naher zu kommen,
wurden deshalb hippocampale Neuronenkulturen, welche auch endogen Gephyrin exprimieren,
mit GFP-Gephyrinyt und den Mutanten GFP-Gephyrin,, und GFP-Gephyring; transfiziert (siehe
2.3.7.). Die exprimierten Proteine wurden durch die Fluoreszenz des GFP-Fusionsanteils unter
dem Mikroskop sichtbar. Der vesikuldre inhibitorische Aminosiuretransporter (VIAAT) diente
als Markerprotein der inhibitorischen Prasynapse und Referenz fiir synaptische Lokalisation.

Die Expression der Gephyrin-Konstrukte in hippocampalen Neuronenkulturen fiihrte
sowohl zur Entstehung von cytoplasmatischen Blobs, als auch zur Anreicherung von GFP-
Gephyrin an inhibitorischen Nervenendigungen (Abb. 20 A-C). Uber die Transfektion von
GFP-Gephyringe wurde wie bei 3.2.2. versucht, ein voll phosphoryliertes Gephyrin-Protein
nachzuahmen. Wie oben erklautert, kommt es bei Zugabe von Phosphatase-Inhibitoren rasch zu
einem Verlust von synaptischen Gephyrinclustern (Bausen et al., 2010). Ein dhnlicher Effekt war
bei der Expression von GFP-Gephyring; in den transfizierten Neuronenkulturen nicht erkennbar
(Abb. 20 C). Ahnlich verhierlt es sich bei der Expression von GFP-Gephyrin,,. Auch dieses
Protein war deutlich gegentiber VIAAT-Clustern appositioniert und demnach an inhibitorischen
Synapsen angereichert. Bezuglich der synaptischen Lokalisation konnten keine offenkundigen

Unterschiede zwischen Gephyriny und den mutierten Gephyrin-Konstrukten gefunden werden.

Ergebnisse | 90



GFP-Gephyrin,; § A2 VIAAT A3 : Qv“e:rlayl

. GFP-Gephyrin,, [ B2

Ct. C2 a3

Abb. 20: Synaptische Lokalisation von GFP-Gephyrin-Phosphorylierungsmutanten in hippocampalen
Neuronenkulturen. cDNAs kodierend fiir (A) GFP-Gephyrinyr, (B) GFP-Gehyrinay und (C) GFP-Gephyringg
wurden in hippocampale Neuronen transfiziert (A1+3, B1+3, C1+3). Das GFP-Signal der Fusionsproteine ist
punktférmig an Synapsen angereichert. Das priasynaptische Markerprotein VIAAT wurde mit polyklonalen
Antikorpern gefirbt (A2, B2, C2). Synaptisch lokalisierte Gephyrincluster (griiner Kanal) sind durch Uberlagerung
mit VIAAT (roter Kanal) als gelbe Punkte entlang von Dendriten sichtbar (A3, B3, C3). Messbalken: 20 pm.
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3.3.4. Kolokalisation von Gephyrin-Phosphorylierungsmutanten mit GABA,-Rezeptoren
in hippocampalen Neuronen

In vorangegangenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass auch die Gephyrin-
Phosphorylierungsmutanten, dhnlich wie Gephyrinyr, synaptisch lokalisiert sind (siehe 3.3.3.).
Dieses Verhalten wurde in weiteren immuncytochemischen Untersuchungen bestatigt. Dafiir
wurde zunidchst die Anzahl GFP-Gephyrin-positiver Synapsen in Bezug auf Kolokalisation
mit VIAAT und der y2-Untereinheit des GABA,-Rezeptors (GABA,RYy2) quantifiziert. So
liessen sich Aussagen dariiber treffen, wieviele inhibitorische Synapsen GFP-Gephyrincluster
aufweisen, und die Zahlen mit Werten von endogenem Gephyrin und der Literatur vergleichen.
Weiterhin wurde mit den Antikorperfirbungen von GABA,Ry2 auch die Fihigkeit von
Gephyrin untersucht, Neurotransmitterrezeptoren an der Synapse anzureichern und zu
stabilisieren. Dies erfolgte zum einen tiber quantitative Analysen, d.h. durch Bestimmung die
Anzahl GFP-Gephyrin-positiver Synapsen, die mit GABA,Ry2 kolokalisiert sind, und zum
anderen iiber qualitative Untersuchungen der Proteinclusterdichte tiber die Messung von
Fluoreszenzintensitaten.

Kofarbungen von VIAAT in transfizierten Neuronen (sieche Abb. 21) zeigten, dass
unabhingig von WT, AA und EE 94-96% der VIAAT positiven Synapsen mit GFP-Gephyrin
geclustert vorlagen (p > 0,1). Die durchschnittliche Dichte von GFP-Gephyrin und VIAAT
Punkten (Cluster/um) war praktisch identisch fur die WT-, AA- und EE-Proteine (p > 0,1).
Um zu uberprifen ob der Verlust potentieller Phosphorylierungsstellen das Clustering
der endogenen GABA,R y2-Untereinheiten beeinflusst, wurde dieses Rezeptorprotein
mittels spezifischer Antikorper gefarbt. Wie bei GFP-Gephyrin/VIAAT zeigten 93-98% der
Gephyrincluster eine Kolokalisation mit y2-positiven GABA,-Rezeptoren, unabhingig ob
WT-, AA- und EE-cDNAs transfiziert worden waren (siehe Tabelle 1).

AufSerdem wurden die Phosphorylierungsmutanten dahingehend untersucht, ob sie,
verglichen mit dem GFP-Gephyriny, endogene GABA,Ry2-Cluster in ihrer durchschnittlichen
Grofle oder Fluoreszenzintensitit verandern. Zur Erzeugung von Referenzwerten wurden
zunichst die Grofle und Intensitdt von GABA,Ry2-Clustern nur an GFP-Gephyrin-positiven
Synapsen bestimmt und mit der GrofSe und Intensitat von GABA,Ry2-Clustern aller Synapsen

eines Dendriten verglichen.
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Abb. 21: Analyse der Kolokalisation von GFP-Gephyrin-Phosphorylierungsmutanten mit VIAAT und GABA,Ry2
in hippocampalen Neuronen. Neuronen (DIV 14) wurden mit den angegebenen Konstrukten transfiziert, nach 6
Tagen fixiert und mit Antikorpern gegen VIAAT bzw. GABA,Ry2 gefarbt (roter Kanal). Messbalken = 4 pm.

Tabelle 1: Zusammenfassung der gemessenen Kolokalisationen, Cluster-Dichten, -Gréfen und
-Fluoreszenz-Intensititen in transfizierten Neuronen.

Kolokalisation [%] Cluster/pm y2-Fluoreszenzintensitit [A.U.] | y2-ClustergrofSe [pm?]

VIAAT y2 Geclilfll;;in VIAAT Gg}?ﬁggzgl‘]e Alle Synapsen Gggéggzglilve Syrﬂ;l)esen
WT | 96,0 3.7 9‘4‘;’51 * 1046+0,16 06"‘1691 1473+79 25 1128+3,7 | 0312002 06?311
AA |940=58 2 i‘; = 10,56 =0,12 0(’)?16; 1408273 = 1069227 | 0262001 — 0(’)?0321
EE | 945+53 ° 39”95: 0,53 0,14 O(f 12; 141,6 + 7,6 - 112,4 + 3,7 0,32 + 0,02 0(’)?31*

Kolokalisationswerte von GFP-Gephyrinyr, GFP-Gephyrinay, und GFP-Gephyring; mit VIAAT bzw. GABA,Ry2
in % und die Dichten von GFP- bzw. VIAAT-Clustern sind in Cluster/um angegeben. Fluoreszenzintensititen
und Groflen von GABA,Ry2-Clustern wurden fiir GFP-positive Synapsen und fiir alle Synapsen im untersuchten
Dendritensegment bestimmt und sind in willkiirlichen Einheiten (engl. arbitrary units, A.U.), bzw. in pm? angegeben.
Signifikant verschiedene Werte sind zwischen den betreffenden Feldern gekennzeichnet (***p<0,001; n=10). Die
gemessenen Werte zeigen keine starken Unterschiede in der Gephyrincluster-Anzahl, -Fluorezenz-Intensitit oder
GABA \Ry2-Clustergrofle in Abhingigkeit von der Art des transfizierten Gephyrin-Konstrukts.
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Diese Messung ergab signifikant unterschiedliche Intensititen von GABA,R-Clustern
innerhalb der beiden Gruppen, wobei die durchschnittliche Fluoreszenzintensitit von
GABA,Ry2-Clustern an Synapsen mit GFP-Gephyrin hoher war als die des Durchschnitts
aller GABA,RYy2 positiven Synapsen (140-148 A.U. und 106-113 A.U., p < 0,0001),
unabhidngig von WT, AA und EE. Beziiglich der mittleren Clustergroffe konnten zwischen
GFP-Gephyrin-positiven und allen GABA  Ry2-geclusterten Synapsen eine leichte Reduktion
fur AA, aber nicht fiir EE und WT festgestellt werden (siehe Tabelle 1). Die hier erzielten
Daten zeigen, dass die Phosphorylierung der Serinreste 188 und 194 des Gephyrin-Proteins
keinen nachweisbaren Einfluss auf dessen synaptische Lokalisation und nur einen minimalen

Effekt auf das Clustering von GABA, Rezeptoren hat.

3.4. Vergleichende Analyse der Genexpression in Wildtyp- und Gephyrin-
defizienten Méausen

Vorangegangene Studien zur Untersuchung von Gephyrin und dessen Funktion an der
Synapse zielten auf die Enthiilllung neuer Interaktionspartner ab (Kins et al., 2000; Fuhrmann
et al., 2002). Indirekte funktionelle Zusammenhange lassen sich durch die Analyse von Protein-
Interaktionen jedoch oft nur schwer erkennen. Hier wurde der Frage nachgegangen, ob es durch
den Verlust des Gephyrin-Gens zu Veranderungen in der mRNA-Expression von Nervenzellen
kommt. Da es bislang keine Untersuchungen zu diesem Thema gab, wurde ein Ansatz gewihlt, mit
welchem sich ein moglichst breites Spektrum von messenger RNAs quantitativ analysieren lasst,
die Expressionsmicroarray-Methode. Die hierfirr benotigten Chips sind kommerziell erhiltlich.
Als Untersuchungsmaterial diente Gewebe aus dem Zentralnervensystem (ZNS) einer Gephyrin-
defizienten Maus-Linie (Feng et al., 1999) und aus Wildtyp-Maiusen (WT) des Inzeststammes
C57/Blacké6. Im Rahmen dieser Analyse wurde die Untersuchung auf Vorderhirnpraparationen

beschriankt. Diese wurden auf Unterschiede in der mRNA Expression verglichen.

3.4.1. Genotypisierung von Mausen

Das Genom von Mausen aus heterozygoten C57/Black6-Gephyrin-KO-Verpaarungen
wurde direkt nach der Geburt auf die Anwesenheit von WT- und transgenen Gephyrin-Allelen
untersucht. Hierzu wurden zwei verschiedene Primerpaare in einer PCR-Reaktion verwendet.
Die DNA-Proben zur Genotypisierung wurden zuvor aus den Schwanzspitzen der Tiere isoliert.

Bei der PCR-Reaktion zum Nachweis des WT-Gephyrin-Gens entstehen Amplikons mit einer
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GrofSe von 350 bp, sofern mindestens ein solches Allel vorhanden ist. Die PCR-Reaktion zur
Identifikation von transgenen Tieren amplifiziert ein 450 bp-DNA-Fragment der Neomycin-
Kassette aus KO-Allelen. Die Grofle der entstandenen Amplikons wird tiber Agarose-
Gelelektrophorese mit anschliefSender DNA-Farbung bestimmt. Die Ergebnisse entsprechen
der 2. Mendelschen Regel eines dominant-rezessiven-Erbgangs, da es sich bei den Tieren um
die F2-Generation einer Heterozygoten-Verpaarung handelte und bereits die Anwesenheit eines
Gephyrin-Allels zum Verlust des KO-Phanotyps fithrt. Somit betragt das rechnerische Verhaltnis
von WT- zu heterozygoten zu KO-Tieren nach Mendel 1:2:1. Es waren mehrere Verpaarungen

notig, um auf die beschriebene Weise drei Cortices reinerbiger WT- und drei Cortices reinerbiger

Gephyrin-KO-Tiere zu sammeln (siehe Abb. 22).

M 1 2 3 4 5 6 7 -— Abb.  22:  Genotypisierung  von
s i AR Jungtieren aus einer Verpaarung von
350Bp —» 7 - - — A WT Gephyrin-heterozygoten Mausen. 1-7: 7

verschiedene Maiuse. Negativkontrolle:
Wasser statt DNA-Template fur die
PCR-Reaktion. Es wurden je 10 pl PCR-
Podukt pro Spur aufgetragen und die
entstehenden Banden mit einem DNA-
Standard (M) verglichen. 1,3: WT;
2,4,5,6,: heterozygot; 7: KO

3.4.2. RNA-Aufreinigung aus Maus-Cortices

Der vollstindige Verlust des Gephyrin-Gens ist fiir Mause am Tag der Geburt letal (Feng et
al., 1999). Um geniigend Gewebe sammeln zu konnen, wurden die Cortices von Mausen eines
Wurfes aus Heterozygoten-Verpaarungen direkt nach der Geburt pripariert. Diese wurden
anschlieffend in nummerierte Reaktionsgefafse tiberfuhrt, in fliifSigem Stickstoff schockgefroren
und bis zur weiteren Verwendung bei -70°C gelagert. Nach erfolgter Genotypisierung der
praparierten Mause konnte jedem Hirnpriaparat ein Genotyp zugeordnet werden.

Aus den Cortices von drei WT- und drei Gephyrin-KO-Miusen wurde in separaten Ansitzen
die RNA mit TRIzol™ Reagenz aufgereinigt. In einem Agarose-Gel wurden gleiche Volumina
der sechs RNA-Praparationen aufgetrennt. Hierbei wurden zwei prominente Banden bei 4700
bp und bei 1900 bp in jeder Spur sichtbar (sieche Abb. 23). Diese Banden entsprechen der
ribosomalen 28 S bzw. der 18 S rRNA. Thre Anwesenheit und die geringe Degradation konnen

als Qualitdtsmerkmale einer gelungenen Praparation angesehen werden.
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Abb. 23: Qualititskontrolle der aufgereinigten RNA. Die
RNA aus den Cortices von 3 WT- und 3 Gephyrin-KO-
Mausen wurde tiber ein 1%iges Agarose-Gel aufgetrennt.
Es wurde je 1 pg RNA pro Spur aufgetragen. I-III:
Unabhingige RNA-Priparationen

3.4.3. Expressionschip-Daten

Die sechs RNA Priparationen (siche 3.4.2.) wurden zur weiteren Analyse mit der
Expressionsmicroarray-Methode zu Dr. Bernd Denecke an die RWTH Aachen geschickt. Dort
wurden die original RNA-Proben mit Biotin markiert und anschlieffend mit jeweils einem
Affymetrix® Exon-Array Expressionschip hybridisiert und mit Streptavidin-Phycoerythrin
gefarbt. Die Daten aus den sechs Expressionschips wurden im Labor von Dr. Bernd Denecke mit
einem Affymetrix® GeneChip® Scanner 3000 ausgelesen, in Gruppen zusammengefuhrt (WT vs.
KO) und statistisch ausgewertet. Hierbei wurde die Expressionsstiarke simtlicher Maus-Gene
untersucht. Als Ergebnis dieser Analyse wurde eine Liste mit Werten fur 16662 Transkripte an
uns iibergeben.

Hier werden nur Werte fur Transkripte gezeigt, welche in einem t-Test einen p-Wert <
0,002 aufwiesen, also im Vergleich zwischen WT- und KO-Tieren hochsignifikant verschieden
sind. Die Auswahl dieser Gene wurde nach der Grofse des p-Wertes sortiert (siche Tabelle 2).
Die Analyse der Daten aus dem Expressionsarray zielte darauf ab, Gene zu identifizieren, deren
Expression durch den Verlust des Gephyrin-Gens vermehrt oder vermindert wird. Der Eintrag
von Gephyrin an erster Stelle weist auf die Richtigkeit der ausgelesenen Daten hin, da die KO-
Miuse keine Gephyrin-Transkripte exprimieren (Feng et al. 1998). Die Anderungsfaktoren der
anderen Transkripte in Tabelle 2 liegen zwischen 1,5 und 2,0; deren Expression ist somit maximal
um den Faktor 2 verandert. Verglichen mit Gephyrin sind diese Verdnderungen sehr gering.
Deshalb wurde die Anwesenheit von Transkripten besonders interessanter Gene zusitzlich
mittels RT-PCR bestitigt. Zur diesen Genprodukten zihlen Acpl (Acid Phosphatase 1), EFA6
(Exchange Factor for ARF6) und Frabin/Fgd4 (FYVE, RhoGEF and PH domain containing
protein 4). Acpl wurde gewaihlt, da neue pharmakologische Studien darauf hinweisen,
dass die Gephyrinverteilung in Neuronen iiber Phosphorylierungs-/Dephosphorylierungs-
Mechanismen gesteuert wird (Bausen et al., 2010). Bei EFA6 und Frabin/Fgd4 handelt es
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sich um Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (GEFs), welche dhnlich wie Collybistin die

Gephyrinaggregation an Synapsen regulieren konnten.

Tabelle 2: Transkripte im Vorderhirn der Maus, welche durch den KO des Gephyrin-Gens

verandert exprimiert sind.

#  p-Wert Faktor Transkript ID Bezeichnung des Gens

1 0,00000004 -20,630 NM_172952 Gephyrin (Geph)

2 0,00016 -1,986 NM_177670 Transmembrane Protein 69 (Tmem69)

3 0,00032 -1,693 NM_139146 Special AT-rich Sequence Binding Protein 2 (Satb2)

4 0,00037 -1,862 NM_175446 RIKEN c¢cDNA B930008K04 gene

5 0,00053 -1,591 NM_172882 WD Repeat and FYVE Domain Containing 3 (Wdfy3)

6 0,00055 +1,857 NM_021330 Acid Phosphatase 1 (Acp1)

7 0,00078 -1,621 NM_146020 RIKEN ¢cDNA C730027E14 gene

8  0,00092 -1,986 NM_023507 RIKEN ¢cDNA 0610007P08 gene

9 0,00100 -1,643 NM_177244 FAST Kinase Domains 1 (Fastkd1)

10 0,00102 -1,794 NM_026913 Microtubule Interacting and Transport domain containing 1 (Mitd1)
11 0,00106 -1,659 NM_145568 Lysine-Rich Coiled-Coil 1 (Kreel)

12 0,00113 -1,753 NM_026149 NudC Domain Containing 1 (Nudecd1)

13 0,00113 -1,693 NM_139232 FYVE, RhoGEF and PH Domain Containing 4 (Fgd4 / Frabin)
14 0,00123 -1,991 NM_027921 Monocarboxylic Acid Transporters Member 14 (Slc16a14)
15 0,00125 +1,832 NM_008742 Neurotrophin 3 (Ntf3)

16 0,00129 -1,737 NM_008715 Integrator Complex Subunit 6 (Ints6)

17 0,00131 -1,580 NM_011897 Sprouty Homolog 2 (Spry2)

18 0,00133 -1,544 NM_023718 Solute Carrier Family, Member 1a6 (Slcola6)

19 0,00135 +1,569 AY262012 Ndufal2-like (Ndufa12l)

20 0,00148 -1,502 XM_916781 RIKEN ¢cDNA B230315N10 gene

21 0,00149 -1,625 NM_010191 Farnesyl Diphosphate Farnesyl Transferase 1 (Fdft1)

22 0,00158 -1,523 AKO046862 RIKEN cDNA 1810047C23 gene

23 0,00163 -1,474 BC055708 Polybromo 1 (Pb1)

24 0,00168 -1,923 AK147606 Pleckstrin and Sec7 Domain Containing 3 (Psd3 / EFA6)
25 0,00177 -1,562 NM_010883 Norrie disease homolog (Ndph)

26 0,00199 -1,509 NM_029610 LYR Motif Containing 1 (Lyrm1)

Der Faktor gibt die x-fache Anderung der gemessenen Transkriptmengen von WT zu KO an. Faktor < 0: bei KO
runterreguliert; Faktor > 0: bei KO raufreguliert.

3.4.4. RT-PCR von Kandidatengenen

Der Datensatz aus dem untersuchten Chip beinhaltet mehrere Gene, welche in geringem
Umfang reguliert werden, sich jedoch als hochinteressant erweisen konnten, falls sich ein
funktioneller Zusammenhang zwischen ihnen und Gephyrin bestitigen liefle. Daher wurde
hier zunichst die Anwesenheit der mRNAs von den unter 3.4.3. genannten Genen mittels RT-
PCR bestitigt. Hierzu wurden 2 pg RNA mit DNAse I verdaut, um Verunreinigungen der
Probe mit DNA auszuschliefSen (siehe 2.2.8.). Die reine RNA-Probe wurde unter Verwendung
von zufilligen Hexameren und einer reversen Transkriptase in ¢cDNA umgeschieben. Diese
komplementire DNA wurde nun in PCR-Reaktionen zum Nachweis der Zielgene eingesetzt

(siehe 2.2.9.3.).
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Acpl Frabin EFA6 B-Aktin - Abb. 24: RT-PCR von Kandi-
datengenen aus den Cortices
von WT-Maiusen. Es wurden
je 10 pl PCR-Produkt pro
Spur aufgetragen und uber
ein  1,5%iges  Agarose-
Gel aufgetrennt. In der
Negativkontrolle (-) wurde
Wasser statt cDNA-Template
in die PCR-Reaktion
eingesetzt. Die Amplifikation
von B-Aktin  dient als
Positivkontrolle.

200 Bp —p

145Bp 105Bp 145Bp 253 Bp

Abb. 24 zeigt, dass drei ausgewidhlte Gene in der fiir den Chip verwendeten Probe
exprimiert wurden. Durch die RT-PCR entstehen DNA-Fragmente mit den respektiven GrofSen
einer Amplifikation aus cDNA. Weitere Fragmente hoheren Molekulargewichts, welche aus
Verunreinigungen mit genomischer DNA hitten entstehen konnen, wurden nicht beobachtet.
Das als Haushaltsgen in jedem Gewebe exprimierte p-Aktin wurde als Positivkontrolle fir die
Reaktion verwendet. Als Negativkontrolle wurde Wasser statt cDNA in die PCR-Reaktion
eingesetzt. Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Gene tatsichlich im Mauscortex

exprimiert werden.

3.4.5. Weitere Untersuchungen der Kandidatengene

Weitere Aussage iiber die Regulierung von Genen durch den Knockout lassen sich durch
RT-PCR nicht erzielen. Dafiir sind Methoden zur quantitativen Bestimmung von Transkripten
erforderlich. Hier wurde die quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) verwendet, durch
deren Gebrauch sich Informationen tiber den mRNA Gehalt einer Probe gewinnen lassen
(siche 2.2.9.4.). Die bei der Untersuchung im Microarray gefundenen Verdnderungen in den
mRNA-Mengen von Frabin und EFA6 konnten mittels qRT-PCR jedoch nicht reproduziert
werden. Geringe Unterschiede (weniger als 2-fach) sind mit qRT-PCR aber generell nur schwer
nachzuweisen. Dies liegt in erster Linie an der Ungenauigkeit der PCR-Effizienz-Bestimmung.
Abweichungen der gemessenen PCR-Effizienz von wenigen Prozentpunkten sind ausreichend, um
die Berechnung von Transkriptmengen um ein Vielfaches zu dndern. Geringfugige Unterschiede
in mRNA-Expressionen werden so von einer relativ grofSen Standardabweichung tberlagert
und konnen nicht eindeutig nachgewiesen werden. (Rajeevan et al., 2001; Mutch et al., 2002)

Neben der Bestiatigung der Expressionsarray-Ergebnisse mittels qRT-PCR wurden zwei

der ausgewihlten Genprodukte auf funktionelle Interaktion mit Gephyrin tiberprift. Hierzu
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wurden Frabin und EFA6 in HEK293T Zellen zusammen mit GFP-Gephyrin exprimiert.
AufSerdem wurden auch hippocampale Neuronen mit Frabin- und EFA6-cDNA transfiziert. Ein
Einfluf§ auf die Menge oder Verteilung von Gephyrin in der Zelle, oder eine Kolokalisation der
untersuchten Proteine, konnte nicht beobachtet werden. Keiner der durchgefiihrten Versuche
ergab Hinweise auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen Gephyrin und Frabin bzw.

EFA6 (Daten nicht gezeigt).
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Ansétze zur Analyse von Gephyrin und GlyRs
an inhibitorischen Synapsen des Sdugerhirns bearbeitet. Ein Ziel hierbei war die Herstellung
eines monoklonalen Antikorpers, welcher selektiv die 3-Untereinheit von GlyRs erkennt, und
Analysen zur Verteilung des GlyRp-Proteins im Sidugerhirn ermoglichen sollte. In weiteren
Projekten wurde der Einfluss von Phosphorylierungen auf Gephyrin untersucht bzw. potentielle
genregulatorische Funktionen von Gephyrin, durch Genom-weite Expressionschip-Analysen

von Hirnproben aus WT- und Gephyrin-KO-Mausen, analysiert.

4.1. Ein monoklonaler Antikorper gegen die GlyRp-Untereinheit

Durch die Herstellung eines monoklonalen Antikorpers gegen die GlyRp-Untereinheit
und dessen Etablierung fiir eine Reihe immunchemischer Firbemethoden, ist es nun erstmals
moglich, GlyRB-Protein in Zellen und Geweben spezifisch nachzuweisen. Bislang waren
Untersuchungen zur Expression von GlyRp stets auf die Analyse der RNA angewiesen. Mit
dem in dieser Arbeit hergestellten Antikorper steht nun ein Werkzeug zur Verfiigung, mit
Hilfe dessen sich die Verteilung von GlyRp erstmals auf Proteinebene untersuchen lisst und
somit die Problematik moglicher posttranskriptionaler Regulation der Expression umgangen
wird. Da diese Untereinheit vermutlich in allen heteromeren GlyR-Komplexen des adulten
Zentralnervensystems vorkommt und auch die Bindung an das essentielle Rezeptor-Clustering-
Protein Gephyrin vermittelt, ist dieser Antikorper von hoher Bedeutung fir zukiinftige

Untersuchungen an inhibitorischen Synapsen.

4.1.1. Validierung der Antik6rperspezifitat

Das Epitop des neuen monoklonalen Antikorpers gegen GlyRp befindet sich innerhalb der
ersten 20 Aminosduren des GlyRploop (siehe 3.1.5. und 3.1.6.). Diese Proteinsequenz ist in
Sdugern sehr stark konserviert. Obwohl der Antikorper gegen GlyRp aus Ratte hergestellt wurde,
kann er fiir andere Spezies wie z.B. Maus (100% Epitopsequenz-Identitit) und wahrscheinlich
auch Mensch (100% Epitopsequenz-Identitit) erfolgreich verwendet werden.

Die ELISA-Tests mit Hybridomatiberstinden zeigten, dass die Antikorper der Mischklone
170 und 299 eine vergleichsweise starke Bindung an GlyRpBloop-Peptid aufweisen. Uber die
unterschiedlich starken Firbungen der Uberstinde in den Western Blots (siehe 3.1.2.) ldsst sich
jedoch nicht direkt auf die Bindungsaffinititen der Antikorper schliefSen, da fiir die getesteten

Western-Blot-Membranen nicht gegeben war, dass sie die gleiche Menge Protein gebunden
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haben. Insgesamt wurde durch die gezeigten Western Blots deutlich, dass einige der hergestellten
Antikorperan GST binden (Abb. 2,B2) und die Anwesenheit von Zelllysaten die Bindung mancher
Antikorper storte. Lediglich die Antikorper der Klone 170 und 299 erkannten GlyRploop und
GlyRpBloop-Fusionsprotein auch in Anwesenheit von Zelllysaten und GST-Protein.

Die Spezifitit des monoklonalen Antikorpers konnte durch Western Blot-Analysen mit
endogenen Glycinrezeptoren aus Rattenriickenmark und auch durch Firbung transfizierter
HEK293T-Zellen demonstriert werden. Bei diesen Versuchen wurden auch bereits etablierte
Antikorper zu Kontrollzwecken eingesetzt, wie der mAb4a-Antikorper. Das eigentliche Epitop
dieses Antikorpers liegt zwischen AS 96 und 105 der GlyRal-Untereinheit. Dementsprechend
tarbte er in den Western Blots endogener GlyRs lediglich eine Bande von etwa 48 kDa, was der
GofSe von GlyRa entspricht, und dessen Degradationsprodukte (siehe 3.1.4.). In einem weiteren
unter 3.3.7. gezeigten Experiment wurde GlyRf in HEK293T-Zellen iiberexprimiert. Bei hohen
Proteinkonzentrationen wird auch GlyRp gut durch mAb4a-Fiarbung erkannt (Heinze et al.,
2007). Grund hierfur ist die aufSerordentlich hohe Sequenzhomologie zwischen GlyRa- und
GlyRp-Untereinheit (ein Aminosidureaustausch in der Epitopregion von mAb4a in GlyRf3) Im
Gegensatz hierzu erkannte der neu hergestellte mGlyRp-Antikorper in allen durchgefithrten
Experimenten spezifisch GlyRp und wies keinerlei Kreuzreaktivititen zu GlyRa-Proteinen auf.
AufSerdem konnte, durch die Zugabe des 20 AS langen Epitop-Peptids zum mGlyR-Antikorper,
die Farbung von Western Blot-Analysen, Zellkulturen und Hirnschnitten effizient verhindert
werden.

Der Antikorper gegen GlyRp wurde an Primarkulturen und Schnittpriaparaten aus Ratten
und Maus ZNS auf seine Tauglichkeit in immuncytochemischen Farbungen tiberprift (siehe
3.1.8.). Die nach Farbung sichtbaren immunreaktiven Punkte waren gegeniiber inhibitorischen
Prasynapsen lokalisiert und iiberlagerten in Doppelfirbungen zum groflen Teil mit Gephyrin.
Interessanterweise wurden GlyR-Cluster nur in dlteren Riickenmarkskulturen ab dem 20. Tag
nach der Praparation (DIV20) durch den GlyRp-spezifischen Antikorper erkannt. Im Gegensatz
hierzu konnen GlyR-Punkte durch andere GlyR-spezifische Antikorper wie mAb4a bereits in
jungeren Kulturen (DIV6-12) nachgewiesen werden (Kirsch ez al., 1993). Die Beobachtung, dass
mGlyRp diese Cluster nicht farbt, weist darauf hin, dass GlyRs in jungen Neuronen in neonatalen
isoformen, also ohne GlyRp-Untereinheiten vorliegen, und somit zu diesem Zeitpunkt die
GlyRp-Konzentration so niedrig ist, dass sie durch diesen Antikorper nicht detektiert werden
kann. Dafiir sprechen auch biochemische Studien an vergleichbaren Riickenmarkskulturen, in

denen hauptsichlich neonatale GlyRs, also a-Untereinheiten, aufgereinigt werden konnten,
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jedoch keine oder nur sehr geringe Mengen der -Untereinheit von 58 kDa (Hoch, 1989).
Um diese Hinweise weiter zu starken, miissten Farbungen von Kulturen verschiedenen Alters
vorgenommen und im Idealfall durch elektrophysiologische Messungen von GlyR-Stromen

vervollstindigt werden.

4.1.2. Lokalisation von GlyRp im Zentralnervensystem der Maus

Aufgrund der erfolgreichen Herstellung des monoklonalen Antikorpers gegen die GlyR[3-
Untereinheit (mGIlyRp) im Rahmen dieser Arbeit, konnte erstmals die Verteilung von GlyRf-
Protein im Sdugerhirn untersucht werden. Immunhistochemische Farbungen von GlyRp zeigten
ein Verteilungsmuster, welches stark von dem in mRNA-Hybridisierungsstudien ermittelten
abwich. Erste Erkenntnissen tiber die Verteilung von Glycinrezeptor-mRNA waren durch
Northern Blot-Analysen von Homogenaten unterschiedlicher Hirnregionen gewonnen worden
(Grenningloh et al., 1987, 1990). Firr GlyRa1 konnte in diesen Studien gezeigt werden, dass die
mRNA-Expression im Ratten- und Mausgehirn auf Riickenmark und Hirnstamm beschriankt ist
und erst in postnatalen Geweben auf detektierbare Mengen ansteigt (Grenningloh et al., 1987,
Malosio et al., 1990). In situ Hybridisierungen und Northern Blot-Studien zeigten fiir GlyRf-
mRNA hingegen eine breite Expression im ganzen Gehirn mit einem Beginn der Expression
bereits in pranatalen Entwicklungsstadien (Grenningloh et al., 1990; Fujita et al., 1991).

In der vorliegenden Arbeit wurde gefunden, dass GlyRp-Protein, im Gegensatz zur
mRNA, in seiner Verteilung hauptsdchlich auf Rickenmark und Hirnstamm beschrankt ist
(siehe 3.1.9. und 3.1.10.). Geringere Mengen GlyR[ konnten auch im Bulbus olfactorius und
im entorhinalen Cortex detektiert werden. Das gefundene GlyRp-Protein-Expressionsschema
deckt sich nicht mit der GlyRp-Transkript-Verteilung aus vorherigen Studien (Malosio et al.,
1991b; Fujita et al., 1991), da in vielen Hirnregionen zwar GlyRf-mRNA gefunden, aber kein
GlyRp-Protein nachgewiesen werden konnte. Vielmehr dhnelt die GlyRp-Proteinverteilung dem
Expressionsschema der GlyRa1-Untereinheit, sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene
(Grenningloh et al., 1987; Malosio et al., 1991b; Sato et al., 1991). Daher scheint es moglich,
dass GlyRa1 zu einer Stabilisierung von GlyRpB-Protein notwendig ist und daher nur in jenen
Hirnregionen detektierbare GlyRB-Proteinmengen akkumulieren, in denen GlyRa1 und GlyRf
zusammen exprimiert werden. Gegen diese Erklarung spricht, dass sich GlyRp-Protein bei
Uberexpression in HEK293T-Zellen in detektierbaren Konzentrationen im ER ansammelt,
wenn es nicht mit a-Untereinheiten assembliert und zur Plasmamembran transportiert wird.

Im ER von Neuronen konnte jedoch bei Uberexpression keine Erhohung der B-spezifischen
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Immunreaktivitat festgestellt werden. Farbungen lassen sich haufig leichter an Synapsen
erkennen, da es im Nukleus von Neuronen oft zu Kreuzreaktivititen vom Antikérpern und
Chromatin kommt. Daher konnten schwache Signale im Zellkorper/Soma durch derartige
Hintergrundfiarbungen tiberstrahlt und deshalb nicht detektiert werden. Ebenso denkbar wire
jedoch auch die Existenz eines unbekannter Kontrollmechanismus zwischen Transkription und
Translation, welcher gewihrleistet, dass GlyRB-mRNA nur in Zellen translatiert wird, in denen
auch GlyRa-Protein zur Assemblierung in funktionale Rezeptor-Komplexe zur Verfugung
steht. Alternativ konnte in Neuronen unassembliertes GlyRB-Protein schnell abgebaut
werden. Bislang ist nicht klar inwieweit GlyRp-Protein in anderen Hirnregionen tatsiachlich
nicht vorhanden ist oder lediglich in Mengen unterhalb der Detektionsgrenze des Antikorpers
gebildet wird. Elektrophysiologische und immunhistochemische Studien zeigen die Expression
von GlyRs auch im Hippocampus (Chattipakorn et al., 2002; Danglot et al., 2004). Ein direkter
Nachweis von GlyRp-Protein in dieser Hirnregion konnte hier jedoch nicht erbracht werden.
Eine kiirzlich veroffentlichte elektrophysiologische Studie enthilt Hinweise auf heteromere,
also GlyRp-enthaltende GlyRs an Prasynapsen von Moosfasern im Hippocampus (Kubota
et al., 2010). Dennoch zeigten die in dieser Arbeit durchgefithrten Antikérperfirbungen von
GlyRf im Hippocampus nur ein minimales diffuses Signal im Vergleich zum Hintergrund (siehe
3.1.10.). Dies lasst sich moglicherweise dadurch erklidren, dass auf Moosfasern lokalisierte
GlyRs prasynaptisch lokalisiert sind und nicht durch Gephyrin geclustert werden. Diffus
verteiltes Protein ist in immunhistochemischen Farbungen wesentlich schwieriger nachzuweisen
als an Synapsen angereichertes Protein. Eine Kombination verschiedener immuncytochemischer
und elektrophysiologischer Methoden zur Untersuchung der Verteilung funktionaler GlyRs im

Saugerhirn sollte daher das Ziel zukunftiger Forschung sein.

4.1.3. Farbung von GlyRp in der Mausretina

Die vergleichenden Farbungen von GlyRs in der Retina von Mausen (siehe 3.2.1.) passen
zu der Annahme, dass alle glycinergen Synapsen in adulten Sdugern postsynaptische heteromere
GlyR-Komplexe aufweisen, die aus GlyRo und GlyRp-Untereinheiten aufgebaut sind (Meyer
et al., 1995; Aguayo et al., 2004; Grudzinska et al., 2005). Denn durch parallele Farbungen
mit mAb4a, welcher alle GlyR-Untereinheiten bindet, und dem GlyRp-spezifischen Antikorper,
wurden vergleichbar viele Synapsen gefarbt. AufSerdem entsprach die Verteilung von GlyRf-
Punkten in der Retina grundsitzlich dem bekannten Verteilungsmuster der einzelnen GlyRao-

Untereinheiten (Wissle et al., 1998; Haverkamp & Waissle 2000). Des weiteren wurde fur
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GlyRp in der Retina bestitigt, dass es mit Gephyrinpunkten kolokalisiert (siehe 3.2.2.). Dies
passt dazu, dass Gephyrin direkt an GlyRf bindet und diese Interaktion die Grundlage effizienter

glycinerger Transmission in reifen Synapsen ist (Meyer et al., 1995; Fritschy et al., 2008).

4.1.4. Kolokalisation von GlyRp und Gephyrin mit GlyRa1-4 in der Mausretina

Aufgrund seiner klar strukturierten Gewebsarchitektur ist die Retina ein ideales
Modellgewebe zur Untersuchung von glycinergen Synapsen mittels Antikorperfirbung. Die
Verteilungsmuster synaptischer GlyRa-Untereinheiten in der Retina wurden bereits eingehend
beschrieben (Sassoé-Pognetto et al., 1994; Haverkamp et al., 2003, 2004; Heinze et al.,
2007). Die in dieser Arbeit durchgefithrten Firbungen von GlyRa-Untereinheiten bestitigen
und erweitern die Ergebnisse dieser fritheren Studien (siehe 3.2.4.). Bei Doppelfarbungen von
GlyRo4 und GlyRp fiel jedoch auf, dass in einer bestimmten Region der IPL, zwischen Stratum
3 und 4, vermehrt Synapsen GlyRa4-positiv, jedoch negativ in der GlyRp-Farbung waren (siehe
3.2.3.). Die geringe Kolokalisation von GlyRa4- und GlyRp-Signal konnte ein Hinweis auf
GlyRa4-enthaltende Rezeptorkomplexe sein, welche keine GlyRB-Untereinheiten enthalten.
Eine derartige Hypothese steht im klaren Widerspruch zur bisherigen Annahme, dass an reifen
Synapsen generell GlyRo/f-Heteromere vorliegen und nur GlyRp-enthaltende Komplexe tiber
Gephyrin in Clustern angereichert werden konnen (Hoch et al. 1989; Laube et al. 2002; Kneussel
& Loebrich, 2007). Die Tatsache, dass in der gleichen Region ein dhnlich hoher Anteil der
GlyRo4-positiven Synapsen auch kein Gephyrin enthilt, unterstiitzt die Vermutung, dass es hier
einen alternativen Clustermechanismus gibt. Eine vorangegangene Studie zeigte bereits, dass
ein Teil von axonal gelegenen Postsynapsen auf Zapfen-Bipolarzellen in der Retina GlyRa1-
Cluster aufweist, welche jedoch in Firbungen mit dem Gephyrin-spezifischen Antikorper
mAb7a nicht sichtbar werden (Sassoé-Pognetto et al., 1994). Diese Tatsache wurde dadurch
zu erklaren versucht, dass die mRNA von Gephyrin einem komplexen Spleifs-Prozess unterliegt
(Paarmann et al., 2006a) und es daher moglich sein konnte, dass mAb7a einige Gephyrin-
Spleiflvarianten nicht erkennt. Uber das Epitop des mAb7a-Antikorpers ist bekannt, dass es
nah an der Membran, vermutlich in der Gephyrin E-Domane liegt (Triller ez al., 1985; Sola et
al., 2004). Die E-Domaine selbst unterliegt in neuronalen Geweben jedoch einem einheitlichen
Spleifd-Prozess und weist demnach eine uniforme Primarstruktur auf (Paarmann et al., 2006b).
Andererseits ist auch bekannt, dass das differentielle SpleifSen in der die N-terminale Domine
von Gephyrin kodierenden Sequenz die Bindung der C-terminal gelegenen E-Domine an

GlyRs beeinflussen kann. Daher ist es denkbar, dass Spleifs-Prozesse der Gephyrin-mRNA die
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Bindungsaffinitit des mAb7a-Antikorpers beeinflussen konnten, auch wenn sie nicht an oder in
direkter Ndhe der Epitopsequenz erfolgen. In Bezug auf GlyRp ist derzeit lediglich eine weitere
SpleifSvariante bekannt (Oertel et al., 2006), in welcher das Epitop des mGlyRp-Antikorpers
jedoch unverandert ist. Da diese Spleif$variante hauptsiachlich in nicht-neuronalen Geweben
vorkommt, kann man auch hier davon ausgehen, dass alternatives SpleifSen nicht die Ursache fur
die fehlende GlyRp-Farbung in der Retina sein kann. Die hier beobachtete Farbung von GlyRo4-
Clustern, welche weder mit Gephyrin noch mit GlyRp kolokalisieren, ist also wohl nicht auf eine
unvollstindige Detektion dieser Proteine durch die verwendeten Antikorper zurtickzufithren.
Andererseits wurden in elektrophysiologischen Untersuchungen der betroffenen Zelltypen in
der Retina eindeutig Strome von GlyRa.1/f-Heteromeren gemessen (Ivanova et al., 2006). Diese
konnten jedoch auch durch diffuse, prasynaptische GlyRs verursacht werden und sind daher
kein Beleg fiir die Anwesenheit postsynaptischer GlyRp-Cluster in dieser Region.

In Bezug auf B-freie GlyR-Komplexe ist bekannt, dass in pranatalen Entwicklungsstadien
GlyRa2-Homomere dominieren und erst spater durch f3-enthaltende Heteromere ersetzt werden,
jedoch gibt es bislang keine Beweise, dass diese GlyRa2-Homomere synaptisch geclustert sind und
auch im adulten Tier vorkommen (Deleuze et al., 2005). Vielmehr wurde gefunden, dass GlyRo2-
Homomere aufgrund ihrer langsamen Kinetik die synaptische Transmission storen wiirden
(Singer et al., 1998; Mangin et al., 2003). Daher geht man davon aus, dass derartige GlyRa.2-
Homomere, sofern sie in reifen Neuronen existieren, extrasynaptisch lokalisiert vorliegen. Die
im Rahmen dieser Arbeit gefarbten GlyRa4-Untereinheiten sind in Punkten angereichert, liegen
also vermutlich in Synapsen geclustert vor. Das einzige bekannte Glycinrezeptor-Geriist-Protein,
Gephyrin, bindet Rezeptorkomplexe uber eine direkte Interaktion mit der B-Untereinheit.
Gephyrin ist jedoch ebenfalls in einem groflen Anteil von GlyRa4-Clustern in Stratum 3/4
der IPL nicht nachweisbar (siehe 3.2.4. und Heinze et al., 2007). Da in beiden Studien der
gleiche polyklonale Antikorper gegen GlyRa4 verwendet wurde, ist es moglich, dass Proteine
unspezifisch gefirbt wurden. Die Uberlagerungsbilder von GlyRa4 und dem GlyR-spezifischen
Antikorper mAb4a (siehe 3.2.5.) demonstrieren jedoch, dass alle GlyRa4-gefarbten Punkte
auch GlyRs enthalten, was dieser Annahme widerspricht. In Neuronen gibt es drei denkbare
Rezeptorverteilungsmuster: diffus tiber die Membran verteilt, in extrasynaptischen Clustern
angereichert und in synaptischen Clustern angereichert. Da Firbungen von GlyRo4 punktformige
Signale aufweisen (siehe 3.2.1.) stellte sich die Frage, ob diese Cluster extrasynaptisch oder an
Synapsen lokalisiert sind. Wie bereits erwihnt, gilt die Anreicherung von GlyRa-Homomeren an

der Synapse anhand elektrophysiologischer Daten zumindest fir GlyRa2 als unwahrscheinlich
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(Mangin et al., 2003). Doppelfarbungen von GlyRa4 mit dem prasynaptischen Markerprotein
Bassoon zeigten jedoch die klare synaptische Lokalisation von GlyRa4, auch in Regionen, in
denen nur etwa 50 % der GlyRa4-positiven Synapsen auch GlyRf oder Gephyrin enthalten
(siehe 3.2.6.). Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass GlyRs an Synapsen angereichert

werden konnen, auch wenn sie kein GlyRf enthalten und nicht mit Gephyrin assoziiert sind.

4.1.5. Implikationen fiir die GlyR-Zusammensetzung an ON-Starburst-Amakrinzellen
Die GlyRa4, jedoch nicht GlyRf enthaltenden glycinergen Synapsen wurden besonders
haufig zwischen den Strata 3 und 4 der IPL gefunden (siehe 3.2.3.). In dieser Region werden
GlyRo4-exprimierende, vermutlich cholinerge ON-Starburst-Amakrinzellen von glycinergen
Amakrinzellen innerviert (Heinze et al., 2007). Uber GlyRa4-enthaltende Rezeptorcluster,
welche kein GlyRp enthalten, gibt es bislang keine physiologischen Daten. Indirekte Hinweise
wurden durch Ganzzell-Patch-Messungen an ON-Starburst-Amakrinzellen erzielt, welche
auffillig langsame Rezeptorkinetiken aufweisen (Majumdar et al., 2009; Wissle et al., 2009),
was wiederum zur Kinetik von GlyRo4-enthaltenden Rezeptoren passt. Funktionell konnen
ON-Starburst-Amakrinzellen nicht ginzlich eingeordnet werden. Es scheint jedoch klar zu sein,
dass Starburst-Amakrinzellen in spezielle Verarbeitungsprozesse involviert sind, welche fur
richtungsselektive Ganglienzellen vermutlich essentiell sind (Vaney & Taylor, 2002; Euler et al.,
2002; Hausselt et al., 2007).

Starburst-Amakrinzellen erhalten glutamaterge, GABAerge und glycinerge Eingénge, vermutlich
von anderen Amakrinzellen (Zhou et al., 1995), und schiitten die Transmitter Acetylcholin und
auch GABA durch vesikuldre Exocytose aus (Zheng et al., 2004). Die Art und Weise, auf die
richtungsselektive Verarbeitung in diesen Zellen passiert, ist zum grofsen Teil unklar. Vermutlich
handelt es sich jedoch um eine lokale, rein dendritische Verarbeitung eintreffender Reize,
welche Kalzium als Botenstoff und nicht Aktionspotentiale zur intrazelluliren Signalweitergabe
nutzt (Euler et al., 2002), wie es beispielsweise auch fiir A17-Amakrinzellen in der Retina
gezeigt wurde (Grimes et al., 2010). Die Lokalisation der Synapsen auf den weit zwischen
unterschiedlichen Strata verzweigten Amakrinzell-Dendriten ist somit essentiell firr diese lokale
Verarbeitung von Signalen. Man vermutet hierbei eine sogenannte serielle Anordnung von
Synapsen, welche die Verarbeitung von richtungsselektiven Reizen ermoglicht (Euler et al.,
2002; Enciso et al., 2010). Leider gibt es bis heute keine Daten iiber die exakte Verteilung
GlyRo4-enthaltender Rezeptorcluster auf den Dendriten dieser Zellen. In zukiinftigen

Experimenten konnten Starburst-Amakrinzellen durch Cholin-Acetyltransferase-Farbung oder
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besser noch durch Injektion von Farbstoffen markiert und das Verteilungsmuster der GlyRa4-
Cluster durch eine nachfolgende Antikorperfarbung zu analysiert werden. Ebenfalls interessant
wire es, diesen Zelltyp an GlyRa4-defizienten Mausen elektrophysiologisch zu untersuchen.
Ohne derartige Daten ist die Bedeutung dieser neuartigen Rezeptorzusammensetzung fiir die
Richtungsselektivitat schwer abzusehen.

Den Befund, dass synaptische GlyRa-Rezeptoren in adulten Siaugern nicht mit GlyRp-
Untereinheiten komplexiert vorliegen und auflerdem nicht mit Gephyrin geclustert sind, hat
es so bislang nicht gegeben. Um eine Anreicherung von GlyRa4 an Synapsen in Abwesenheit
von Gephyrin zu erhirten, sind elektronenmikroskopische Studien notwendig. AufSerdem wire
es hochinteressant zu testen, wie sich ein Verlust von Gephyrin auf diese potentiell Gephyrin-
freien GlyR-Cluster auswirkt. Hierzu konnten beispielweise organotypische Retinakulturen
von neonatalen Gephyrin-KO-Miusen angelegt und bis zur Reifung glycinerger Synapsen
kultiviert werden. Frithere Studien zeigten bei derartigen Experimenten einen Verlust aller GlyR-
Cluster in der Retina (Fischer et al., 2000). Mit den heute verfiigbaren Antikorpern konnte
in organotypischen Retinakulturen speziell die Verteilung von GlyRa4 und GlyRf} untersucht
werden, um zu klaren, ob GlyRa4-Cluster auch im Gephyrin-freien Gewebe bestehen. Ebenfalls
interessant waren Gephyrin-knockdown-Studien unter Beobachtung von GlyRa4-Clustern,
sowie elektrophysiologische Untersuchungen von ON-Starburst-Amakrinzellen in der Retina

von WT-Mausen.

4.2. Regulation der Clusterbildung von Gephyrin

Phosphorylierung koénnte ein wichtiger Mechanismus zur Regulation des Clusterns von
Gephyrin sein. Um dies zu untersuchen, wurden hier potentielle Phosphorylierungsstellen in der
Linker-Region von Gephyrin durch gezielte Punktmutationen zerstort bzw. eine Phosphorylierung
nachgeahmt, um den Einfluss dieser Modifikation auf das Gephyrin-Clustering zu untersuchen.
Bisher gab es Hinweise auf eine Phosphorylierung von Gephyrin, jedoch nur wenige zur

Modifikation bestimmter Aminosdurereste oder zur Beteiligung bestimmter Kinasen.

4.2.1. Einfluss von Phosphataseinhibitoren auf Gephyrincluster
Kirzlich veroffentlichte Untersuchungsergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass die
Behandlung von hippocampalen Neuronen mit den Proteinphosphatase-Inhibitoren Calyculin

A und Okadeinsidure (Okadaic acid; OA) einen Verlust von Gephyrin an inhibitorischen
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Postsynapsen bewirkt (Bausen et al., 2010). Die Zugabe dieser Inhibitoren zum Medium von
hippocampalen Neuronenkulturen fithrte zu einer Verkleinerung von Gephyrinclustern bei
gleichzeitigem Anstieg der cytoplasmatischen Gephyrin-Immunreaktivitit. Eine Beeinflussung
der Gephyrinverteilung durch einen wihrend der Behandlung induzierten neuronalen Zelltod
konnte nicht ausgeschlossen werden. Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte TUNEL-Apoptose-
Indikationstests zeigten jedoch, dass lediglich Calyculin A-, aber nicht OA-Behandlungen zu
einer Erhohung der Apoptoserate in Neuronen fiithrt (Bausen et al., 2010). Da auch OA die
erwdhnten Effekte ausloste, ist es unwahrscheinlich, dass allein apoptotische Effekte fir die
Gephyrin-Umverteilung verantwortlich sind.

Weiterfithrende Experimente ergaben Hinweise auf eine Interaktion von Proteinphosphatase
1 (PP1) und Gephyrin (Bausen et al., 2010). Dieser Befund legt die Vermutung nahe, dass
Gephyrin durch PP1 dephosphoryliert werden konnte. Fiir Gephyrin ist seinerseits bekannt,
dass es an Serin-/Threoninresten phosphoryliert wird (Langosch et al., 1992). Hier konnte
gezeigt werden, dass die Alanin- oder Glutamat-Substitution der Serinresten 188 und 194 keinen
Einfluss auf die Gephyrinverteilung in Neuronen hat (siehe 3.3.4.). Weder die Kolokalisation von
Gephyrin mit VIAAT oder GABA,RY2, noch Dichte von Gephyrinclustern oder GABA,RYy2-
Fluoreszenzintensititen wurden durch die eingebrachten Mutationen signifikant geiandert.
Daher ist der Effekt von Calyculin A und OA vermutlich nicht der Dephosphorylierung von
Gephyrin an diesen Positionen zuzuschreiben. Da nur diese Serinreste in den Computer-
basierten Vorhersagen als Phosphorylierungsstellen vorgeschlagen werden, ist es denkbar, dass
die Proteinphosphatasen enzymatisch auf andere Proteine, wie Gephyrin-assoziierte Faktoren,

wirken und somit einen indirekten Effekt auf die Gephyrinverteilung austiben.

4.2.2. Phosphorylierungsmutanten rekrutieren Dlc1 und ena/VASP in intrazellulare Blobs

WT-Gephyrin interagiert mit den Aktinbindeproteinen Dlc1 und ena/Vasp (Fuhrmann
et al., 2002; Giesemann et al., 2003; Bausen et al., 2006). Da Interaktionen von Gephyrin
mit Cytoskelett-assoziierten Proteinen potentiell auch die Gephyrinlokalisation beeinflussen
konnten, wurde uberprift, ob Dlc1 und ena/VASP in cytoplasmatische Aggregate (Blobs) der
Phosphorylierungsmutanten rekrutiert werden. Mehrere Studien verwendeten diese Methode
als Proteininteraktionstest in HEK293T-Zellen (Meyer et al., 1995; Kins et al., 2000; Fuhrmann
et al., 2002; Giesemann et al., 2003). Vorangegangene Untersuchungen weisen darauf hin, dass
Aminosaurereste in der Linker-Region von Gephyrin das Ziel von endogenen Proteinkinasen

sind (Prior et al., 1992; Zita et al., 2007). Die Bindung von Dlc1 an Gephyrin erfolgt ebenfalls
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in der Linker-Region und wurde mittels Pepscan auf den Bereich zwischen den AS 203-210
lokalisiert (Fuhrmann et al., 2002; Navarro-Lérida et al., 2004). Die Phosphorylierung der
AS 188 und 194 konnte zu einer Konformationsinderung von Gephyrin fuhren, welche die
Art der Dlc1-Bindung und somit die Assoziation zum Cytoskelett beeinflusst. Die im Rahmen
dieser Arbeit hergestellten Phosphorylierungsmutanten zeigten aber keinen offensichtlichen
Unterschied in der Rekrutierung von Dlc1 und ena/Vasp, verglichen mit dem WT-Gephyrin-
Konstrukt. Dies weist auf eine unveranderte Bindung zwischen Gephyrin und den Cytoskelett
assoziierten Proteinen Dlc1 und ena/Vasp hin und passt zu den bisherige Daten, nach denen
die AS 188 und 194 ausserhalb der Binderegion fur diese Cytoskelett-Komponenten liegen
(Giesemann et al., 2003; Navarro-Lérida et al., 2004).

4.2.3. Subzelluldre Lokalisation der Gephyrinmutanten in Neuronen

Die spezifische subzellulire Lokalisation der Gephyrin-Phosphorylierungsmutanten und
von WT-Gephyrin wurde durch Expression der entsprechenden GFP-Fusionskonstrukte in
hippocampalen Neuronen uberpriift. Durch Firbungen der GABA,Ry2-Untereinheit wurde
der potentielle Einfluss der Punktmutationen auf die GABA,R-Rekrutierungseigenschaften
untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine geringe, aber signifikante Reduktion der GABA,Ry2-
Fluoreszenzintensitit in GFP-Gephyrin,, transfizierten Neuronen (siehe 3.3.4.), was auf
eine potentielle Rolle dieser Phosphorylierungsstellen bei der Regulation der GABA,R-
Bindung hinweist. Andere Forschergruppen fanden, dass die Phosphorylierung der Gephyrin-
Aminosdurereste S188 und S194 die Vorraussetzung fiir eine Bindung von Pin1 an Gephyrin
ist (Zita et al., 2007). Gebundenes Pin1 konnte durch eine Isomerisierungsreaktion zu einer
Konformationsinderung von Gephyrin fithren, was wiederum die Bindung von Gephyrin an
die GlyRp-Untereinheit begiinstigen soll. Die gezielte Mutation dieser Aminosauren von Serin
zu nicht-phosphorylierbarem Alanin fuhrte in diesen Studien zu einem Verlust von synaptischen
GlyR-Clustern (Zita et al., 2007). Jedoch wurde mit dhnlichen Phosphorylierungsmutanten
hier kein Verlust von GABA,Ry2-Clustern beobachtet (siehe 3.3.4.). Allerdings konnten
geringe, aber signifikante Verringerungen in der Dichte einzelner Cluster gemessen werden. Die
ungleichen Befunde von Glycin- bzw. GABA,R lassen sich moglicherweise durch verschiedene
Regulationsmechanismen erkliren, welche dem Custering dieser Rezeptoren durch Gephyrin
zugrunde liegen (Kneussel & Loebrich, 2007).

Auflerdemwurdein transfizierten Neuronen keine Anderungin der subzelluliren Lokalisation

von Gephyrinclustern oder deren Dichte bzw. Floureszenzintensititen gefunden (siehe 3.3.4.).
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Eine durch die Inhibition von Phosphatasen ausgeloste Reduktion von Gephyrinclustern konnte
durch die Nachahmung phosphorylierter Aminosiurereste nicht herbeigefithrt werden. Daher
geht man davon aus, das die Phosphorylierung der Serine 188 und 194 keinen Einfluss auf
das Clustering von Gephyrin ausiibt. Dies steht im Einklang mit fritheren Studien, welche
zeigen, dass Gephyrinmutanten, in denen die S188/S194-enthaltende Linker-Domaine fehlt,
keine veranderte Lokalisation oder Clustereigenschaften aufweisen (Fuhrmann et al., 2002).
Weiterhin ldsst sich folgern, dass die in die Linker-Region eingebrachten Punktmutationen
keine Auswirkungen auf die Interaktion der Gephyrin-E-Domine mit Profilin und ena/VASP
(Giesemann et al., 2003; Mammoto et al., 1998) zu haben scheinen. Ebensowenig wird
das in der Linker-Region bindende Dlc1 (Fuhrmann et al., 2002; ) durch die eingebrachten
Mutationen von der Rekrutierung in cytoplasmatische Blobs abgehalten. Gephyrin enthilt ein
RVxF-Motiv, also eine potentielle Bindestelle fiir PP1 (Egloff et al., 1997; Terrak et al., 2004),
und eine Interaktion dieser beiden Proteine konnte durch Immunprazipitation in Hirnlysaten
demonstriert werden (Bausen et al., 2010). Dies sind Hinweise auf eine direkte Bindung von
PP1 an Gephyrin, jedoch mussen eindeutige Beweise hierfur noch erbracht werden. Eine
Dephosphorylierung von Gephyrin durch PP1 oder PP2A erscheint vor dem Hintergrund der
in dieser Arbeit durchgefithrten Mutagenesestudien unwahrscheinlich. Moglicherweise konnte
jedoch das synaptische Gephyrinnetzwerk als Bindungsplattform fiir Phosphatasen fungieren
und die so angereicherten Phosphatasen andere Substrate, wie Gephyrin-assoziierte Proteine
dephosphorylieren. Die Identifikation synaptischer Substrate von PP1 und PP2A sollte daher
ein Ziel zukuinftiger Forschung sein. Auch die Art und physiologische Bedeutung der Interaktion
zwischen Gephyrin und PP1 sollten durch das gezielte Einbringen von Punktputationen, die das

RVxF-Motiv zerstoren, uberpruft werden.
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4.3. Vergleichende Analyse der Genexpression im Gehirn von WT- und
Gephyrin-KO-Mausen

Frihere Studien zur Funktion und Regulation von Gephyrin an inhibitorischen Synapsen
beschrankten sich hauptsichlich auf die Identifikation von Protein-Bindungspartnern. So
konnten durch Hefe-2-Hybrid-Studien Gephyrin-Bindeproteine wie Collybistin1/2, Dlc-
1 und RAFT identifiziert werden (Kins et al., 2000; Fuhrmann et al., 2002; Sabatini et al.,
1999). GST-Pulldown- bzw. Co-Aufreinigungs-Experimente fuhrten zur Enthullung weiterer
Bindungspartner wie Tubulin, Pin1, Profilin, ena/VASP, GlyRp, Neuroligin-2 und PP1/2A
(Schmitt et al., 1987; Kirsch et al., 1991; Mammoto et al., 1998; Giesemann et al., 2003; Zita
et al., 2007; Poulopulos et al., 2009; Bausen et al., 2010). Vor dem Hintergrund dieser Vielzahl
von nachgewiesenen Protein-Protein-Interaktionen wurde in dieser Arbeit eine neue Strategie
zur Untersuchung des Gephyrin-Clusterings gewahlt.

Die Expressionschip-Analyse stellt eine Methode dar, mit der Hinweise auf neue
Regulationsmechanismen erhalten und potentielle Interaktionspartner aufgedeckt werden
konnen. Diese Methode wurde bereits erfolgreich in der Alzheimerforschung zur Untersuchung
von transgenen Mausen eingesetzt (Dickey et al., 2003). Hier wurde iiberpriift, welchen Einfluss
der Verlust von Gephyrin auf die Genexpression im Gehirn hat. Einen vergleichbaren Ansatz

zur Untersuchung wichtiger Proteine inhibitorischer Synapsen hat es bislang nicht gegeben.

4.3.1. Bewertung der Expessionsprofile von Gephyrin-KO-Mausen

Fur Gephyrin-KO-Mdiuse ist bekannt, dass sie innerhalb des ersten Tages nach der Geburt
sterben (Feng et al., 1998). Auch Gephyrin-KO-Mdiuse, in die als Ersatz firr die enzymatische
Funktion Gephyrins das pflanzliche Gephyrinhomolog cnx1 eingebracht wurde, zeigen die
gleichen Symptome und frithe postnatale Letalitit (Grosskreutz et al., 2003). Unabhingig
von der exakten Ursache des schlechten Gesundheitszustandes von neugeborenen Gephyrin-
KO-Maiusen steht fest, dass diese Tiere schwerwiegende motorische Defizite aufweisen (Feng
et al., 1998). Daher ist zu vermuten, dass sich ihre Symptome, wie Krampfe, Atemnot und
Mangelernihrung, in einer veridnderten Genexpression im Gehirn wiederspiegeln, welche
Hinweise auf Gephyrin-assoziierte Genprodukte und Signalkaskaden liefern konnten, die in der
Expressionschip-Analyse nachweisbar sein sollten. Andererseits ist zu bedenken, dass derartige
Symptome ihrerseits Verinderungen in der Genexpression verursachen koénnen. So konnte
der durch Atemnot und Mangelernihrung ausgeloste Stress einen sekundiren Einfluss auf

Expressionsprofile von Mausen ausiiben (Karsson et al., 2007), welcher jedoch nicht in direktem
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Zusammenhang mit Gephyrin oder Gephyrin-assoziierten Signalkaskaden steht, sondern eher
dem schlechten Gesundheitszustand der Gephyrin-KO-Maiuse geschuldet ist. Daher ist es
wichtig, bei der Analyse der Expressionsprofile und der Auswahl der Kandidatengene neben
quantitativen Veranderungen in der Genexpression auch andere Kriterien wie die Lokalisation
der verinderten Genprodukte o. A. mit einflieflen zu lassen. Hiermit wurde sichergestellt, dass die
untersuchten Kandidatengene in moglichst direktem Zusammenhang mit dem Gephyrinverlust

stehen und fur die inhibitorische Signaliibertragung von Bedeutung sind.

4.3.2. Mégliche Kandidatengene

Die hier durchgefiihrte Expressionschip-Analyse ergab ein gemitteltes Expressionsprofil von
drei WT- und drei Gephyrin-KO-Maiusen. Dessen Ergebnisse zeigen, dass die Expressionsniveaus
der RNAs von den durch Protein-Interaktionstests identifizierten Gephyrin-Bindungspartnern
(sieche 3.4.) durch den Gephyrinverlust nicht messbar verandert wurden. Solche Interaktionen
beeinflussen wahrscheinlich die Verteilung und somit auch die Funktion der Bindungspartner,
jedoch vermutlich nicht zwingend das Ausmaf$ der Genexpression. Es ist also moglich, dass
Gephyrin keine wesentlichen genregulatorischen Funktionen im Mausgehirn ausiibt. Auf der
anderen Seite ergab die Analyse des Expressionsprofils eine Reihe von Transkripten, deren
Mengen im KO-Tier offensichtlich verdndert waren. Es wurden 26 Genprodukte in eine Liste von
Kandidatengenen aufgenommen, fiir die in WT und Gephyrin-KO-Maiusen signifikant verschiedene
Expressionsmengen im Vorderhirn gefunden worden waren (siehe 3.4.3.). Generell waren die
gemessenen Transkriptmengen relativ niedrig und hoben sich nur wenig von der 0-Messung ab.
Dies konnte erklaren, warum die errechneten Unterschiede in der Expression einzelner Gene sehr
gering sind (meist < Faktor 2). Basierend auf dieser Liste wurden drei Kandidatengene ausgewahlt,
deren Expression am stiarksten verdndert war und die anhand ihrer bekannten Funktion und
Lokalisation potentiell Gephyrin-assoziierte Faktoren darstellen konnten:

Diesaure Phosphatase Acp1,welchein Gephyrin-KO-Mausen leichthochreguliertist,gehort zur
Gruppe der Phosphotyrosin-Proteinphosphatasen mit geringem Molekulargewicht, einer Gruppe
von 18 kDa leichten Enzymen aus der Superfamilie der Phosphotyrosin-Proteinphosphatasen
(Raugei et al., 2002). Acp1 ist vermutlich in die Kontrolle von mitogenen und adhasiven Signalen
involviert. Unter anderem gibt es Hinweise auf ein Beteiligung von Acp1 an der Regulation von
Ephrinrezeptor-Kinasen, platelet derived growth factor -Rezeptor-Signalwegen und Integrin-
Aktivierung (Kikawa et al., 2002; Chiarugi et al., 2002, 2003). Eine mogliche Anreicherung von

Acp1 an chemischen Synapsen wurde bislang noch nicht untersucht.
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Fir EFA6 wurde gefunden, dass dessen Transkripte in Gephyrin-KO-Mausen leicht
herunterreguliert werden. Alle EFA6 Familienmitglieder (EFA6A-D) sind Guaninnukleotid-
Austauschfaktoren (GEFs), welche eine hohe Spezifitait fur den ADP-Ribosylierungsfaktor 6
(ARF6) aufweisen (Sakagami, 2008). ARF6-Proteine sind kleine GTPasen, welche wie EFA6A-D
auch im Gehirn exprimiert werden. Fir ARF6 konnten in Neuronen vielfiltige Funktionen
nachgewiesen werden. So ist ARF6 vermutlich an Membrantransportprozessen und der
Zytoskelettumorganisation sowie an der Verzweigung von Axonen und Dendriten beteiligt
(Hernandez-Deviez et al., 2002, 2004). Des weiteren spielen ARF6 und EFA6 wichtige Rollen bei
der Entstehung und Stabilisierung von dendritischen Spines (Miyazaki et al., 2005; Choi et al.,
2006). EFA6D ist stark in der postsynaptischen Dichte von Neuronen angereichert (Sakagami et
al., 2006).

Das ebenfalls leicht herunterregulierte Frabin gehort zur Familie der Cdc42-spezifischen GEFs
und besitzt eine F-Aktin-Bindedomine sowie eine Membranbindedomine (Nakanishi & Takai,
2008). Fur Collybistin, einen bekannten Gephyrin-Interaktionspartner in Nervenzellen, wurde
erst vor kurzem gefunden, dass dessen Membranbindedomanen, nicht jedoch seine Funktion als
GEFE, mafSgeblich an der Regulation von Gephyrinclustern beteiligt ist (Reddy-Alla et al., 2010).
Da sich bei Frabin ebenfalls um ein Membran-assoziiertes GEF handelt, ist es moglich, dass dieses
Protein, dhnlich wie Collybistin, eine Rolle fiir die Regulation des Gephyrin-Clusterings spielt.

Bei dem Versuch der Validierung der Microarraydaten durch quantitative Real-Time PCR
(QRT-PCR)-Experimente konnten die im Microarray gemessenen quantitativen Unterschiede
in den mRNA-Mengen jedoch fiir keines dieser Genprodukte reproduziert werden. Dies liegt
moglicherweise daran, dass Schwankungen in der PCR-Effizienz zwischen einzelnen Replika-
Proben grofSe Auswirkungen auf die anschlieffend errechneten mRNA-Mengen haben (Wong
& Medrano, 2005). So kann eine Abweichung in der PCR-Effizienz von nur 5% bereits einen
Unterschied um den Faktor 2 im Endergebnis der quantitativen mRNA-Berechnung bewirken
(Freeman et al., 1999). Die im Microarray gemessenen geringen Unterschiede lassen sich daher
grundsatzlich nur schwer per qRT-PCR nachweisen. Da die geringen Unterschiede in den durch
Microarray-Hybridisierung bestimmten Transkriptmengen zwischen WT- und Gephyrin-KO-
Madusen nicht weiter belegt werden konnten, wurde dieser Ansatz im Rahmen dieser Arbeit
nicht weitergefiithrt. Jedoch konnten in zukiinftigen Arbeiten spezifische Antikorper fir Western-
Blot-Analysen sowie Immunfiarbungen eingesetzt werden, um die Signifikanz der beobachteten

Unterschiede zu tiberpriifen.
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4.4. Ausblick

Die Verteilung und Funktion von Gephyrin sowie assoziierter inhibitorischer Rezeptoren
wurden in dieser Arbeit mittels drei verschiedener Ansitze untersucht. Expressionschip-
Analysen zeigten, dass der Verlust von Gephyrin nicht durch wesentliche Anderungen in der
Genexpression kompensiert wird, was die bisherige Vermutung stiarkt, dass das Clustering von
Rezeptoren an inhibitorischen Synapsen die Hauptfunktion von Gephyrin im Gehirn ist.

In einem zweiten Ansatz wurde die Hemmung des Gephyrin-Clusterings durch
Proteinphosphatase-Inhibitoren mittels Mutagenesestudien untersucht. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass die Beteiligung von PP1 und PP2A am Gephyrin-Clustering wahrscheinlich indirekt
ist. Zur Aufklarung des Mechanismus, durch den Phosphatasen auf Gephyrin wirken, miissen
weitere Experimente durchgefithrt werden. So konnte durch Mutagenesestudien untersucht
werden, wie wichtig die Phosphatase-Bindestellen in der Gephyrinsequenz sind, und ob die
Herunterregulierung von PP1- und PP2A-Transkripten den gleichen Effekt auslost wie die
Phosphatase-Inhibition. Obwohl aufgrund der hier erbrachten Ergebnisse eine enzymatische
Wirkung von PP1 und PP2A auf Gephyrin-assoziierte Faktoren wahrscheinlich erscheint, steht
die Identifikation solcher Faktoren noch aus. Auch dies sollte ein Ziel zukiinftiger Forschung
sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein monoklonaler Antikorper gegen die GlyRp3-Untereinheit
hergestellt und dessen Bindungsspezifitit umfassend validiert. Damit wurde es erstmals
moglich, die Verteilung von GlyRp-Protein in Geweben und Zellkulturen zu untersuchen.
Hierdurch wurde klar, dass GlyRp-Transkripte und -Proteinmengen im Saugerhirn sehr ungleich
verteilt sind. Bislang ist nicht bekannt, ob dies auf einen raschen Abbau von GlyRp-Protein
oder eine verminderte Translation von GlyRB-mRNA zuriickzufiihren ist. Eine Analyse der
GlyRf-Verteilung im ZNS GlyRa-defizienter Mause konnte helfen zu kliaren, ob ein direkter
Zusammenhang zwischen der Koexpression von GlyR-Untereinheiten und der Stabilitit von
GlyRp-Protein in Neuronen besteht. Des weiteren wurden in der Retina Glya4-Cluster gefunden,
welche in immuncytochemischen Farbungen nicht mit GlyRp oder Gephyrin kolokalisieren. Fur
diese Rezeptoren sollte untersucht werden, ob deren Anreicherung ein alternativer, Gephyrin-
freier Clustermechanismus zugrundeliegt. Elektronenmikroskopische Analysen von Glyo4-
unabhingiger GlyRp-Firbungen der Retina konnten zur Aufklarung der prizisen zelluliren
Lokalisation dieser Cluster beitragen, wihrend Koimmunprazipitations-Experimente Hinweise
auf neue Glya4-Bindeproteine erbringen konnten, welche die synaptische Anreicherung dieser

Rezeptorkomplexe, ohne Gephyrin und GlyRp ermoglichen. Der neue monoklonale GlyRp-
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Antikorper erweitert das Repertoire GlyR-Untereinheiten-spezifischer Antikérper und sollte
dazu beitragen, unser Verstindnis der glycinergen Hemmung im Zentralnervensystem zu

vertiefen.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde erstmals ein monokolonaler Antikorper gegen die GlyRp-
Untereinheit (GlyRp) hergestellt. Zur Immunisierung der Mause wurde die 120 AS lange grofSe
cytoplasmatische Schleife (engl. loop) zwischen den transmembranen Dominen 3 und 4 von
GlyRp gewihlt, da diese nur geringe Sequenzhomologie zu GlyRa-Untereinheiten aufweist. Diese
Schleifenregion wurde als GST-Fusionsprotein in Bakterien exprimiert und affinititsgereinigt.
Sowohl die Immunisierung der Miuse als auch die Herstellung der Hybridoma-Klone wurde
in Zusammenarbeit mit Synaptic Systems GmbH (Gottingen) durchgefithrt. Die Spezifitit
der Antikorperbindung an GIlyRf wurde zunichst in Western Blot-Experimenten mit
affinititsgereinigtem GlyR aus Rattenriickenmark demonstriert. Eine nachfolgende Untersuchung
der Antikorperbindestelle fihrte zur Identifikation der ersten 20 AS des B-loop (GlyRPs36.355)
als Epitop. Ein 20 AS kurzes, synthetisches Peptid, welches die Epitop-Sequenz enthielt, war
ausreichend, um Firbungen von Western Blots und Gewebeschnitten durch den Antikorper
effizient zu verhindern. AufSerdem wurden Protokolle fiir die Antikorperfairbung von GlyRf
in transfizierten Zelllinien und primaren Neuronen aus Rattenriickenmark etabliert. Weiterhin
ermoglichte die Herstellung dieses Antikorpers erstmals die direkte immunhistochemische
Farbung von GlyRp-Protein im ZNS von Mausen. GlyRfp konnte hierbei im Hirnstamm,
Riickenmark, dem Bulbus olfactorius und der Retina von Mausen nachgewiesen werden, was
zeigt, dass GlyRB-Protein weit weniger verbreitet ist als aufgrund von in situ Hybridisierungs-
Studien vermutet. Die gefundene Verteilung von GlyRp-Protein unterscheidet sich demnach
stark von der Verteilung der GlyRf-mRNA, was fur eine posttranskriptionelle Regulation der
GlyRp-Proteinmenge spricht.

Weiterfilhrende immunhistochemische Untersuchungen an der Retina von Maiusen
zeigten, dass GlyRp in diesem Gewebe wie erwartet mit Gephyrin an inhibitorischen Synapsen
kolokalisiert ist. In Bezug auf GlyRa-Untereinheiten geht man bislang davon aus, dass sie an
Synapsen des adulten ZNS immer mit GlyRp assoziiert sind, und somit indirekt mit Gephyrin
verbunden werden, wodurch das Clustering der Rezeptoren gewahrleistet wird. Entgegen dieser
Hypothese wurde in Doppelfirbungen von GlyRf und GlyRa-Untereinheiten gefunden, dass
eine Ansammlung von GlyRa4-Clustern in der Retina adulter M4use vermutlich eine Ausnahme
hierzu bildet. Fur GlyRa4-Cluster in Stratum 3 und 4 der IPL konnte gezeigt werden, dass sie
teilweise nicht mit GlyRf, und zu ebenso grofSem Teil nicht mit Gephyrin kolokalisiert sind.
Dennoch scheinen diese GlyRo4-Untereinheiten in Clustern angereichert und zudem synaptisch

lokalisiert zu sein. Der Mechanismus, durch den GlyRa4 in Abwesenheit dieser beiden Proteine
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an Synapsen immobilisiert wird, ist bislang vollig unklar. Funktionell ware denkbar, dass derartige
Rezeptorkomplexe den synaptischen Eingingen von ON-Starburst-Amakrinzellen besondere
Leitungseigenschaften verleihen und somit mafSgeblich an der Verarbeitung richtungsselektiver
Signale in der Retina beteiligt sein konnten.

In dieser Arbeit wurden aufSerdem Mutagenesestudien durchgefuhrt, um zu kliren, tber
welchen Mechanismus die Inhibition der Proteinphosphatasen 1 und 2A (PP1 und PP2A)
zum Verlust von synaptischem Gephyrin fihrt. Es konnte gezeigt werden, dass eine direkte
Dephosphorylierung von Gephyrin durch PP1 hierfiir wahrscheinlich nicht verantwortlich ist,
da die Mutation etablierter Phosphorylierungsstellen von Gephyrin keinen, oder nur einen
marginalen Einfluss auf dessen synaptische Lokalisation und das Clustering von GABA ,Rs hatte.
Dies spricht dafur, dass PP1/PP2A abhingige Dephosphorylierungs-/Phosphorylierungsprozesse
wahrscheinlich andere Gephyrin- oder Cytoskelett-assoziierte Proteine beeinflussen, jedoch
nicht direkt an Gephyrin wirken.

Die Erstellung von genomweiten Expressionsprofilen ist eine effiziente Methode zur
Identifikation neuer Regulationsmechanismen und potentieller Interaktionspartner von
Genprodukten und wurde in dieser Arbeit auf Vorderhirnproben von WT- und Gephyrin-KO-
Mausen vergleichend angewendet. Hierbei wurde gefunden, dass die Transkription bekannter
Gephyrin-Interaktionspartner durch den Verlust des Gephyrin-Gens nicht messbar veriandert
wird. Weil die ermittelten Unterschiede in Transkriptmengen generell sehr gering waren, ist zu
vermuten, dass Gephyrin keine wesentlichen genregulatorischen Funktionen im Mausgehirn
ausubt. Andererseits ergab die Expressionchip-Analyse Hinweise auf neue Genprodukte, fur die
in WT- und Gephyrin-KO-M4iusen signifikant verschiedene Transkriptionsmengen gefunden

wurden. Die Validierung dieser Daten mit anderen Methoden steht jedoch noch aus.
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